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AA... DESIGNATION LETTERS B8... CONSTRUCT SCHEMA 

(57) Abstract: The invention relates to antibody-cytokine fusion proteins having proapoptotic and immunomodulating properties, 
however, a priori having a specific bioactivity in the cytokine portion that is very low or limited to certain receptor subtypes. These 
reagents first deploy the full biological action over the corresponding cytokine receptor(s) after an antibody-mediated binding of 
the fusion protein to a specific, cell membrane-expressed target molecule. By appropriately selecting the antibody specificity, the 
cytokine activity is directed at the tissue to be treated, e.g. tumor tissue, and a therapeutic agent can be produced, which is specifically 
matched to/optimized for the respective indication/tumor entity. 
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(57) Zusammeo fas sung: Gegenstand der Erfindung sind Antikdrper-Zytokin-Fusionsproteine mit proapoptotischen and immunmo- 
duJierenden Eigenschaften, abera priori sehrniedriger bzw. auf bestimmte Rezeptorsubtypen eingeschrankter spx^zifischerBioakti vi- 
tal im Zytokinantei]. Diese Reagenzlen entfalten erst nach AntikSrper-vennittelter Bindung des Fusionsproteins an ein spezifisches, 
zellmetnbranexprimiertes Zielmolekul die voile biologische Wirkung Ober den/die entsprechenden Zytokinrezeptoren. Durch geeig- 
nete Auswahl der AntikSrperspezifitat wird die Zytokin-Aktivitat auf das zu behandelnde Gewebe, z.B. Tumorgewebe, gerichtet und 
es kann ein auf die jeweilige Inchkation/Tumorentitat spezifisch abgestimmtes/optimiertes Therapeutikum hergestellt werden. 
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Ortsspezifische, antikorpervermittelte Aktivierung 
proapoptotischer Zytokine: 
AMAIZe (Antibody-Mediated Apoptosis Inducing Zytokine) 

15 

Die voriiegende Erfindung betrifft Polypeptide, weiche als solche biologisch inaktiv 
> oder wenig aktiv sind und erst durch ortsspezifische und antikdrpervermittelte 
Bindung entsprechend aktiviert werden, enthaltend eine Region, weiche ein 
Peptidlinker 1st, welter enthaltend eine Antikorper- bzw. eine davon abstammende 

20 Region, die ein spezifisches MolekQI auf einer Zelloberflache selektrv erkennt und 
weiter enthaltend ein Zytokinanteil, der fQr sich alleine genommen biologisch 
inaktiv bzw. nur eingeschrankt aktiv ist. Weiterhin betrifft die voriiegende 
Erfindung, den Polypeptiden zugrundeliegende Nukleinsauresequenzen, 
Vektoren, die diese erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen enthalten, mit 

25 erfindungsgemaSen Nukleinsauresequenzen oder Vektoren transfizierte Zellen, 
Verwendungen erfindungsgemaSer Gegenstande zu therapeutischen Zwecken 
und Zusammensetzungen, enthaltend erfindungsgemaSe Gegenstande. 



Zytokine, bspw. Mitglieder der TNF-Ligandenfamilie, bspw. TRAIL (TNF Related 
30 Apoptosis inducing Ligand ), auch Apo2L genannt ( Wiley et al. (1995), Immunity 
6: 673-682, Pitti et al. (1996) J Biol Chem 271: 12687-12689), und bspw. FasL 
zeigen in in vitro Untersuchungen eine starke apoptotische Wirkung auf viele 
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Tumorzellen tierischen und menschlichen Ursprungs. Im Falle von TRAIL scheint 
es so zu sein, dass nicht maligne Zellen nicht beeintrachtigt werden. In den 
untersuchten praklinischen Tiermodeilen (Maus, AfFe) wurden darQber hinaus 
keinerlei Anhaltspunkte fur eine akute Toxizitat oder andere systemische 
5 Nebenwirkungen von TRAIL, die als therapiebegrenzend anzusehen waxen, 
festgestellt (Walczak et al. (1999) Nat Med 5:157-163. Ashkenazi et al. (1999) J 
Clin Invest 104: 155-162). Neuere in vitro Untersuchungen an primaren humanen 
Hepatozyten zeigten allerdings eine starke zytotoxische Wirkung am Beispiel 
eines rekombinant hergestellten TRAIL-Produktes bzw. von membranstandigem 

10 TRAIL der natOrlich vorkommenden Form dieses Zytokins (Jo et al. (2000) Nat 
Med 6: 564-567, Ichikawa et al. (2001) Nat Med 7: 954-960). Damit ist eine 
direkte klinische Anwendung der bisher vorliegenden Zytokine, bspw. 
rekombinanter TRAIL-MolekQIe, welche die Wirkung des membranstandigen 
TRAIL vollstandig mimikrieren, ausgeschlossen. DarQber hinaus wurde auch fur 

15 das verwandte MolekQI FasL (Ligand des Fas-Rezeptors (Fas, CD95)), dem 
Prototyp apoptotischer Zytokine, eine klinische Anwendung a priori aus 
SicherheitsgrGnden unterlassen, da agonistische AntikSrper gegen seinen 
Rezeptor, Fas, in vivo extrem hepatotoxisch sind (Ogasawara et al.(1993) Nature 
364: 806-809). SchlieBlich wurde auch gezeigt dass FasL in loslicher Form 

20 praktisch im Unterschied zu seiner membranstandigen Form keine Bioaktivitat 
besitzt (Schneider et al. (1998) J. Exp. Med. 187: 1205-1213). 

Damit sind die nach dem Stand der Technik verfQgbaren Mitglieder der TNF- 
Ugandenfamilie entweder auf Grund mangelnder Bioaktivitat oder extremer 
25 Toxizitat zur therapeutischen Anwendung, bspw. zur Behandlung von Tumoren, 
nicht oder nur sehr begrenzt (z.B. im Falle von TNF unter sog. .isolated limb 
perfusion" Bedingungen) einsetzbar. 

Der vorliegenden Erfindung liegt nunmehr die Aufgabe zugrunde, die 
30 Zytokinwirkung gerichtet und gewebs- bzw. zellspezifisch zu entfalten und damit 
unerwOnschte, u.U. systemische Nebenwirkungen auf nicht zum Zielgewebe 
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gehorigen Geweben/Zellen bei einer klinischen Anwendung zu vermeiden Oder 
zumindest stark einzuschranken. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaS durch die Gegenstande der AnsprQche 1, 
5 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 und 18 geldst Hierbei liegt der vorliegenden Erfindung 
die Tatsache zugrunde, dass natQriicherweise membranstandig vorkommende 
Zytokine, wenn sie vom Organismus in eine losliche, der extrazellul§ren Domane 
entsprechende Form proteolytisch prozessiert werden, entweder biologisch 
ganzlich inaktiv oder nur noch eingeschrankt, z.B auf bestimmten 

10 Membranrezeptor-Subtypen, wirksam sind. Dies gilt auch for rekombinant 
hergestellte Derivate, die der extrazellularen Domane des jeweiligen Liganden 
entsprechen. ErfindungsgemaBe Erkenntnis ist es, dass ein derart 
inaktives/eingeschrankt aktives Zytokin durch bspw. Antikorper-vermittelte 
spezifische Bindung an ein zellmembranstandiges Antigen wieder (voile) 

15 biologische Wirksamkeit erlangt und zwar gegenQber der Zielzellen selbst wie 
auch gegenQber benachbart liegenden Zellen, sofern diese jeweils die 
entsprechenden Zytokin rezeptoren fGr das eingesetzte AntikSrper-Zytokin- 
Fusionsprotein exprimieren. 

20 Damit werden in einer ersten AusfOhrungsform der vorliegenden Erfindung 
erfindungsgemaB Polypeptide zur VerfQgung gestellt, die (i) einen Abschnitt (1) 
mit einer biologischen Aktivitat fQr ein spezifisches ZielmolekOI, (ii) einen N- 
terminal von Abschnitt (1) gelegenen Abschnitt (2), welcher ein Peptidlinker ist, 
und (iii) einen Abschnitt (3), welcher ein weiteres spezifisches ZielmolekOI auf 

25 einer Zelloberflache selektiv erkennt, enthalten. Hierbei liegt Abschnitt (3) am N- 
Terminus eines erfindungsgema&en Polypeptids, mit zunachst C-terminal 
nachfolgendem Abschnitt (2) und einem weiter C-terminal angesiedelten 
Abschnitt (3). Derartige erfindungsgemaBe Polypeptide (- erfindungsgema&e 
Fusionsproteine, = erfindungsgemaBe Konstrukte) sind ohne ortsspezifische 

30 und/oder selektive Bindung des Abschn'rtts (3) an das ZielmolekOI biologisch 
inaktiv/eingeschrankt aktiv. 
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In einer bevorzugten AusfQhrungsform weisen erfindungsgema&e Polypeptide In 
ihrem Abschnitt (1) elne Aminosauresequenz elnes Zytoklns, eine funktionelle 
Variante elner Zytokin-Sequenz oder ein Fragment hiervon auf. Unter einer 
funktionellen Variante werden Sequenzen verstanden, die zumindest tw., 
5 vorzugsweise mindestens 50%, starker bevorzugt mindestens 80 % der nativen 
Sequenz aufweisen und sich durch bspw. Deletion(en), Insertion(en) und/oder 
mindestens eine Mutation von der nativen Sequenz unterscheiden. In Hinblick auf 
ihr Wirkspektrum bzw. ihre Funktionalitat sind die funktionellen Varianten i.S. 
dieser Erfindung weitgehend oder nahezu kongruent mit den nativen 

10 AusfQhrungsformen. Hierbei ist eine Sequenzhomologie von mindestens 90, 
vorzugsweise mindestens 95 und am starksten bevorzugt mindestens 97 % mit 
der entsprechenden nativen Sequenz bevorzugt Bel einem funktionellen 
Fragment kann es sich um N-Terminal, C-terminal oder intrasequentiell verkQrzte 
native Zytokin-Sequenzen handeln, insbesondere um gewisse Domanen, 

15 vorzugsweise mindestens eine, starker bevorzugt mindestens eine extrazelluiare 
Domane der nativen Voliangen-Sequenz. Auch biologisch aktive Varianten dieser 
Fragmente werden erfindungsgemSB mitoffenbart 

Bevorzugt sind dabei solche Zytokine, deren funktionelle Varianten oder 
20 Fragmente, die Mitglieder der TNF-Familie sind. 

Weiterhin bevorzugt sind solche erfindungsgemd&en Polypeptide, die als 
Abschnitt (1) eine extrazelluiare Domane (bzw. den extrazelluiaren 
Sequenzbereich) eine Zytokins, eine funktionelle Variante einer extrazelluiaren 

25 Domane (bzw. des extrazelluiaren Sequenzbereichs) oder ein funktionelles 
Fragment einer extrazelluiaren Domane (bzw. des extrazelluiaren 
Sequenzbereichs) aufweisen, insbesondere wenn es sich bei dem Zytokin um ein 
Mitglied der TNF-Ligandenfamilie, ganz besonders um proapoptotische Mitglieder, 
handelt Bei den abgeleiteten Varianten i.S. der Erfindung werden vorzugsweise 

30 selektive Rezeptorbindungseigenschaften gegeben sein, wobei die Variante z.B. 
hinsichtiich ihrer spezifischen Bioaktivitat oder anderer Eigenschaften (Stabilitat) 
optimiert sein kann. 
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Ganz besonders bevorzugt ist als AbschnHt (1) eine extrazellulare Domane, eine 
funktionelle Variante einer extrazellularen Domane oder ein funktionelles 
Fragment einer extrazellularen Domane von TRAIL (TNF Related Apoptosis 
5 Inducing Ligand, AA 95-281, NCBI Accession No AAC50332 U37518) oder von 
FasL (AA 139-281, NCBI Accession No. AAC50124 U11821). 

Das Wirkprinzip Ist derara'ger erfindungsgemaBer Konstrukte, wie beispielweise 
erfindungsgemaBe Konstrukte mit dem Apoptoseinduktor TRAIL oder FasL als 

10 AbschnHt (1), ist insbesondere fur all diejenigen Mitglieder der TNF- 
Ligandenfamilie zutreffend, die for bestimmte Rezeptoren ausschlieBlich oder in 
besonders gutem MaBe als MembranmolekQI wirksam sind. Hieizu gehoren 
neben TRAIL auch TNF (in Analogie zu TRAIL den TNF-R2 betreffend) und 
beispielsweise auch die Immunmodulatoren CD40L und CD30L. Besonders 

15 bevorzugt sind daher solche erfindungsgemaBen Polypeptide, die als spezifisches 
Zielmolekul einen zellmembranstandigen Zytokinrezeptor erkennen. Hierzu 
gehoren bspw. auch in einer nicht abschiieBenden Aufzahiung die foigenden 
Liganden TNFSF1 (LTalpha), TNFSF2 (TNF), TNFSF3 (LTbeta), TNFSF4 
(OX40L), TNFSF5 (CD40L), TNFSF6 (FasL), TNFSF7 (CD27L), TNFSF8 

20 (CD30L), TNFSF9 (4-1BBL), TNFSF10 (TRAIL), TNFSF11 (RANKL), TNFSF12 
(TWEAK), TNFSF13 (APRIL), TNFSF13B (BLYS), TNFSF14 
(LIGHT), TNFSF15 (VEGI), TNFSF16 (CD30L), TNFSF18 (AITRL) und 
EDA, die oder deren Fragmente oder entsprechende funktionelle Varianten der 
nativen Sequenz oder der Fragmente gleichfalls als AbschnHt (1) in einem 

25 erfindungsgemaBen Konstrukt dienen konnen. Insbesondere werden 
diesbezuglich alle membranstandigen Typ2 -Proteine (C-terminus extracellular), 
deren Fragmente oder funktionellen Derivate, die eine trimere Organisation ihrer 
Untereinhe'rten als Voraussetzung fQr biologische Aktivrtat bedingen, mitoffenbart. 

30 Der LinkerabschnHt (2) zwischen den AbschnHten (1) und (3) (Zytokin- bzw. 
Antikorper-Modul) stelH sich bei erfindungsgemaBen Polypeptidkonstrukten bspw. 
als eine flexible Verbindung dar, vorzugsweise jedoch ohne die intrinsischen 
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Trimerisierungseigenschaften des betreffenden Zytokins negativ zu beeinflussen, 
wie in den Beispielskonstrukten (C), (D) und (F) (Unker-Aminosauresequenz 
AAAVELE, s. Rg. 4) gezeigt Vorzugsweise werden Linker mit intrinsischen Di- 
oder Multimerisieningseigenschaften (bspw. Tri- oder Hexamere) gewahft, bspw. 
5 urn eine erhdhte Stabilitat des multimeren Konstruktes zu erreichen, z.B. durch 
intrinsische Struktureigenschaften des Linkerpeptids wie coiled-coil Strukturen 
und/oder Ausbildung intermolekularer DisulfidbrOcken mit dem Ergebnis 
kovalenter Verknupfungen. In diesern Fall stellt sich der Linker (Abschnitt (2)) als 
Polymerisierungsmodul dar. 

10 

Im Falle eines Linkers, der als Dimerisierungsmodul (Linkertyp 2a) wirkt, wird 
beispielsweise eine Immunoglobulin hinge Region und CH3-Domane eines 
humanen Immunglobulingens (AA 363-489, humanes lgG1, NCBI Accession No. 
AAF21613) bevorzugt (Linker im Beispielskonstrukt (A), s. Rg. 4). Ein 

15 Trimerisierungsmodul (Linkertyp 2b) als Linker kann bspw. aus einer Domane des 
Tenascin-MolekQIs (AA 110-139, Swiss Prot Accession No. P10039, Huhn; oder 
Swiss Prot. Accession No. P24821, human) aufgebaut sein. SchlieBlich kann ein 
Linker als Hexamerisierungsmodul, also mit Hexamerisierungseigenschaften, 
beispielsweise eine im Vergleich zu Linkertyp 2b erweiterte Domane des 

20 TenascinmolekOls (AA 34-139, Swiss Prot. Accession No. P10039, Huhn; oder 
Swiss Prot Accession No. P24821, human) aufweisen (Linkertyp 2c). In jedem 
Fall kdnnen die Sequenzen von nativen Polypeptiden oder Fragmenten dieser 
nativen Polypeptide, die als Linker in Abschnitt (2) eines erfindungsgemaBem 
Polypeptids zum Einsatz kommen, auch in Form biologisch aktiver Varianten 

25 derselben im Sinne dieser Erfindung und nach obiger Definition auftreten. 

Altemativ sind in Abschnitt (2) andere, naturiich vorkommende oder synthetisch 
hergestellte Linker-Peptide denkbar. Grundsatzlich kann ein Linker einer nativen 
oder variierten (Teil)sequenz aller Organismen, vorzugsweise aus Vertebraten, 
30 insbesondere aus Saugetieren, vor allem aus dem Menschen, entsprechen. 
Femer sind als Linker bspw. alle Sequenzabschnitte von Proteinen geeignet die 
durch Ausbildung von Supersekundarstrukturen Di- oder Multimere generieren, 
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z.B. "Coiled-Coil-Helices" oder typische Kollagen-artige Tripelhelices (z.B. CMP, 
COMP, Kollagen, Laminin). Auch Abschnltte von Proteinen aus der C1q-Familie 
oder von Collectinen sind typischerweise fQr eine Di- oder Multimerisierung 
geeignet So etwa kann bspw. die extrazellulare Domane eines Mitglieds der 
5 TNF-Ligandenfamilie als Abschnitt (1) eines erfindungsgemaBen Polypeptids in 
Form eines Pentamers durch Rekombination mit den entsprechenden 
Pentamerisierungsdomanen von COMP ais Linkerabschnitt (2) exprimiert werden. 
ErfindungsgemaB kann es sich urn Homo- oder Heterodi- oder -multimere von 
erfindungsgemaBen Fusionsproteinen handeln. 

10 

Bevorzugt im Rahmen der voriiegenden Erfindung sind wertemin solche 
Polypeptide, deren Abschnitt (3) einen antigenbindenden AntikSrper oder ein 
antigenbindendes AntikSrperfragment aufweist Hierbei wird ein 
erfindungsgemaBes Polypeptid dann ganz besonders bevorzugt sein, wenn der 

15 Abschnitt (3) ein AntikSrper oder ein Antikorperfragment eines Saugetiers, 
insbesondere murinen, oder humanen Ursprungs, ist oder ein humanisierter 
Antikorper oder ein humanisiertes Antikdrperfragment, bspw. mit 
Saugetierursprung, ist Im Fade der Humanisierung besteht der Abschnitt (3) 
typischerweise aus einem nach dem Stand der Technik hergestellten scFv 

20 murinen, durch CDR grafting humanisierten oder vollstandig humanen Ursprungs. 

Der Abschnitt (3) eines erfindungsgemaBen Polypeptids wird vorzugsweise 
Spezifitat fOr ein im Tumorgewebe selektiv bzw. dominant exprimiertes Antigen 
aufweisen. Dieses Tumorantigen kann prinzipiell auf den malignen Zellen selbst 

25 exprimiert sein oder auch im nichtmalignen Anteil des Tumors, den Stromazellen 
oder dem Tumorendothel. Derartige Antigene nichtmaligner Gewebeanteile eines 
soliden Tumors (Karzinoms) sind einerseits genetisch invariant, andererseits bei 
unterschiedlichsten Tumorentitaten vorkommend und damit universelle 
Tumormarker. Beispiele fOr der derartige Tumorantigene, gegen die ein 

30 Antikorper oder Antikorperfragment des Abschn'rtts (3) eines erfindungsgemaBen 
Polypeptids gerichtet sein kann, sind der VEGFR bzw. der VEGFRA/EGF 
Komplex sowie das Integrin a v S 3 und die Fibronektin Isoform BFn als we'rtgehend 
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selektive Zielstrukturen des Tumorendothels und das Fibroblast activation protein 
(FAP) als seiektiver Marker des Tumorstromas. Alle vorgenannten Beispiele 
kdnnen mit spezifischen scFv wirksam erfasst werden, weswegen sich derartige 
scFv („single chain Fv") besonders als Abschnitt (3) auf einem 
erfindungsgemaSen AntikSrper eignen. 

Als bevorzugt fQr den Abschnitt (3) eines erfindungsgemaSen Polypeptids 
erweisen sich damit Antikdrperfragmente in verschiedenen Antikorperformaten, 
z.B. scFv, Fab oder komplettes Immunglobulin. 

Damit stellt sich ein bevorzugtes erfindungsgema&es Polypeptid (Beispiele siehe 
Abb. 2 und 3) als ein rekombinantes, homo-di- oder -trimeres Fusionsprotein 
prinzipiell enthaltend in einer definierten Abfolge der folgenden Strukturelemente 
(Monomer): (Abschnitt (3)) N-terminal einem murinen, humanisierten oder 
humanen Einzelkettenantikorperfragment (scFv) bestehend aus VH-peptid-linker- 
VL; Abschnitt (2) einer Linkersequenz ohne oder mit kovalenten 
Multimerisierungseigenschaften, z.B. Dimerisierungs- (2a), Trimerisierungs-(2b) 
oder Hexamerisierungs-Domane (2c); (Abschnitt (1)) der humanen extrazellularen 
Domane des TRAIL (AA 95-281, NCBI Accession No. U37518) oder des FasL 
(AA 139-281, NCBI Accession No U11821) C-terminal. Analog konnen bspw. 
CD40L oder andere Zytokinmitglieder der TNF-Familie als Abschnitt (1) 
entsprechender erfindungsgemSBer Polypeptide dienen. 

Offenbart werden im Rahmen der voriiegenden Erfindung auch alle sich aus den 
erfindungsgemaBen Konstrukten durch spezifische Linkerwahl (2) ergebenden Di- 
oder Multimere, auf die sich die Gesamtoffenbarung zu erfindungsgemaSen 
Konstrukten inhaltsgleich bezieht Insoweit fallt ein Di- oder Muto'mer von 
erfindungsgemaSen Polypeptiden nach MaSgabe der voriiegenden Offenbarung 
immer unter den we'rteren Begriff „erfindungsgemaBes Polypeptid". 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind DNA-Sequenzen, die 
fur Fusionsproteine der vorgenannten erfindungsgemaSen Art kodieren 
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(Nukleinsaurekonstrukte) oder einen solchen fQr ein erfindungsgemaBes 
Polypeptid codierenden bereich enthalten. Derartige DNA-Sequenzen werden in 
Expressionsvektoren exprimiert, wobei auch die entsprechenden 
Expressionsvektoren, die eine DNA-Sequenz fQr die erfindungsgemaBen 
5 Fusionsproteine enthalten, Gegenstand der Erfindung sind. Vorzugsweise weisen 
erfindungsgemSBe Vektoren die FShigkeit zur Expression und/oder Amplifikation 
in einer prokaryontischen und/oder eukaryontischen Zelle auf, insbesondere 
betrifft die voriiegende Erfindung Plasmidvektoren, bspw. pBABEpuro, oder auch 
retrovirale Vektoren, insbesondere auch alle jene Vektorsysteme, die 
10 gentherapeutisch zur Anwendung kommen konnen, z.B. auch adenovirals 
Vektorsysteme. Im Rahmen der voriiegenden Erfindung werden damit auch 
gentherapeutische Verfahren mit erfindungsgemaBen Vektoren oder 
Nukleinsaurekonstrukten als Behandlungsmethode fQr die erfindungsgemaB 
offenbarten medizinischen Indikationen offenbart 

15 

Weiterhin geharen zur voriiegenden Erfindung solche Wirtszellen, die mit DNA- 
Sequenzen (Nukleinsaurekonstrukte), die fQr die erfindungsgemaBen 
Fusionsproteine kodieren, transfiziert sind. Ganz besonders bevorzugt sind in 
diesem Zusammenhang Wirtszellen, die mit erfindungsgemaBen 
20 Expressionsvektoren oder erfindungsgemaBen Nukleinsaurekonstrukten 
transfiziert sind, wobei die Expressionsvektoren wiederum DNA-Sequenzen 
enthalten, die fOr die erfindungsgemaBen Fusionsproteine kodieren. 
Nukleinsaurekonstrukt, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Nukleotidsequenz, 
codierend fQr ein Polypeptid nach einem der vorgenannten AnsprQche, enthalt 

25 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind Verfahren zur 
Herstellung (Expression und Isolierung) von erfindungsgemaBen Polypeptiden, 
wobei ein erfindungsgemaBes Isolierungsverfahren typischenveise 
gekennzeichnet ist durch (a) Bereitstellen eines erfindungsgemaBen Vektors oder 
30 eines Nukleinsaurekonstrukts, (b) Transfektion von Zellen mit einem gemaB 
Verfahrensschritt (a) erhaltenen Vektor oder Nukleinsaurekonstrukt, (c) 
Kultivierung der gemSB (b) transfizierten Zellen, und (d) Isolierung von unter 
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entsprechenden Bedingungen exprimierten erfindungsgema&en Polypeptiden aus 
den Wirtszellen und/oder dem KuIturQberstand. Die Expression des 
Fusionsproteins erfolgt hierbei typischerweise nach dem Stand der Technik in 
geeigneten Expressionssystemen, vorzugsweise als sezerniertes Produkt stabiler 
5 Transfektanten, z.B CHO-Zellen oder in anderen tierischen Zellen wie Cos7 Oder 
SF9 (Insektenzellen) bzw. weiteren eukaryontischen Zellsystemen, z.B. Pichia 
pastoris. Vorzugsweise werden die exprimierten erfindungsgemaBen Polypeptide 
jeweilige zur Sekretion in dem Zellsystem geeignete Leadersequenzen aufweisen. 
Daher werden die zur Expression eingesetzten erfindungsgemaBen Vektoren 
10 auch codierende Abschnitte enthalten, die fur eine funktionelle Leadersequenz 
codieren, z.B. wie in Brocks et al. flmmunotechnology 3:173-184, 1997) fQr 
Sanger und Insektenzellen beschrieben, bzw. pPICZalpha-Vektoren 
(INVITROGEN) zur Expression und Sekretion in der Hefe Pichia pastoris. 

15 ErfindungsgemaBe Polypeptide, ggf. aber auch Nukleinsaurekonstrukte, Vektoren 
oder Wirtszellen, (hier unter der Kategorie n erfindungsgemaBe Substanzen" 
zusammengefaBt), kommen auch als Arzneim'rttel oder zur Herstellung eines 
Arzneimittels in Betracht Ihre Verwendung ist insbesondere dann gegeben, wenn 
erfindungsgema&e Substanzen nach antikOrpervermittelter Bindung des 

20 Fusionsproteins an ein spezifisches, zellmembranexprimiertes ZielmolekQI die 
voile biologische Wirkung Qber den entsprechenden Zytokin-Rezeptor entfalten 
soli. Durch geeignete Auswahl der AntikSrperspezifitat wird die Zytokin-Aktivitat 
der erfindungsgemaBen Substanz auf das zu behandelnde Gewebe, z.B. 
Tumorgewebe, gerichtet und es kann ein auf die jeweilige Indikation/Tumorentitat 

25 spezifisch abgestimmtes/optimiertes Therapeutikum hergestellt werden. Ein 
erfindungsgemaBes Polypeptid wird z.B. bei Anwendung als 
Tumortherapeutikum, insbesondere zur Behandlung solider Tumore, aber auch 
lymphatischer Tumore (benigne oder maligne), nach in vivo Verabreichung durch 
den AntikSrper-Anteil zunachst spezifisch im Tumorareal durch vom Tumor selbst 

30 oder das reaktive Tumorstroma/TumorgefaBsystem gebildete Membranmarker 
angereichert und dort Zytokin-Rezeptor-positiven Tumorzellen oder 
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zytokinsensitiven Zellen des reaktiven tumorversorgenden Normalgewebes 
prasentiert 



Die Verwendung erfindungsgemaBer Substanzen ist aber grundsatzlich auch 

5 immer dann zur Anwendung im therapeutischen Bereich erwOnscht, wenn die 
Aktivierung einer Signaltransduktionskette, bspw. die durch die TNF- 
Rezeptorfamilie ausgeldsten Signalkaskaden, bspw. eine apoptotische 
Signafkaskade ausgelost werden soil. Somit kommt die Verwendung 
erfindungsgemaBer Substanzen bei der Behandlung bzw. zur Herstellung eines 

10 Arzneim'rttels zur Behandlung aller hyperproliferativer Erkrankungen in Betracht, 
bspw. auch zur zielgerichteten Ausschaltung von Zellen des Immunsystems bei 
QberschieBenden Immunreaktionen, bspw. bei Autoimmunerkrankungen, wie z.B. 
multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis, Diabetes mellitus und TEN, oder bei 
fehlgeleiteten Immunreaktionen gegen Fremdantigene, wie sie z.B. bei 

15 Infektionserkrankungen (bakteriell (bspw. durch Mykobakterien), viral oder 
protozoologisch) auftreten konnen. In Betracht kommt ferner die Behandlung von 
Stoffwechselerkrankungen oder allgemeinen hyperinflammatorischen Zustanden, 
insbesondere chronischen EntzOndungen, bspw. auch bei Allergien, aber auch 
die Behandlung von AbstoBungsreaktionen des Immunsystems des Patienten 

20 gegen Fremdgewebe. In den vorgenannten Fallen muB jeweils der Antigen- 
bindende Abschnitt (3) eines erfindungsgemaBen Polypeptids charakteristische 
Marker auf der Oberflache der Zielzellen, bei denen vorzugsweise eine 
apoptotische Signalkaskade mit dem Ziel des Zelltods ausgelost werden soil, 
erkennen. Im Falle der Behandlung nach Transplantation von Fremdgewebe 

25 werden also bspw. die k6rpereigenen fur die AbstoBungsreaktion verantwortlichen 
Zellen des Immunsystems des Transplantionspatienten als Zielzellen dienen. 



ErfindungsgemaBe Gegenstande, wie Nukleins§urekonstrukte, 
Expressionsvektoren oder Wirtszellen kommen - wie zuvor offenbart - gleichfalls 
30 als Arzneimittel bspw. zur Behandlung der vorgenannten Erkrankungen in 
Betracht In diesem Fall werden vorzugsweise dem zu behandelnden Patienten 
zu transfizierende Zellen entnommen, diese in vitro mit erfindungsgemaBen 
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Expressionsvektoren transfiziert, kultiviert und dann als Retransplantat in den 
Patienten OberfOhrt Die Transfektion wind vorzugsweise durch 
Nukleinsaurekonstrukte oder Expressionsvektoren vorgenommen, die die 
Expression an einen regulierbaren Promotor koppeln. Das transfizierte 

5 Efcjentransplantat kann lokal bspw. injiziert werden - abhangig von der 
spezifischen Erkrankung und den spezifischen Zielzellen. Lokale Verabreichung 
ist bspw. im Fall einer Tumortherapie bevorzugt Hierbei werden Tumorzellen dem 
Patienten entnommen, in vitro transfiziert und dann, sofem moglich, direkt in den 
Tumor injiziert, bspw. zur Behandlung von Hauttumoren (z.B. Melanomen), 

10 Tumoren des Nervensystems (z.B. Glioblastomen). 

Ein we'rterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist eine Zusammensetzung, 
enthaltend erfindungsgemaBe Polypeptide, erfindungsgemaBe 
Nukleinsaurekonstrukte, erfindungsgemaBe Vektoren und/oder 

15 erfindungsgemaBe Wirtszellen sowie pharmazeutisch unbedenkliche Hilfs-, 
Zusatz- und/oder Tragersubstanzen (z.B. auch L6sungsvermitHer). Damit wird 
erfindungsgemaB eine Kombination erfindungsgemaBer Substanzen mit 
pharmazeutisch akzeptablen Trager-, Hilfs- und/oder Zusatzstoffen offenbart. 
Entsprechende Herstellungswege sind bei "Remington's Pharmaceutical 

20 Sciences" (Mack Pub. Co., Easton, PA, 1980) offenbart, das Bestandteil der 
Offenbarung der voriiegenden Erfindung ist Fur die parenterale Verabreichung 
kommen als Tragerstoffe bspw. steriles Wasser, sterile Kochsalzlosungen, 
Polyalkylenglykole, hydrogenierte Naphthalen und insbesondere biokompatible 
Lactidpolymere, Lactid/Glycolidcopolymer oder Polyoxyethylen- 

25 /Polyoxypropylencopolymere in Betracht Derartige erfindungsgemaBe 
Zusammensetzungen kommen fQr alle oben offenbarten medizinischen 
Indikationen in Betracht DarOber hinaus kdnnen erfindungsgemaBe 
Zusammensetzungen FQIIsubstanzen oder Substanzen, wie Lactose, Mannitol, 
Substanzen zur kovalenten AnknQpfung von Polymeren, wie z.B. 

30 Polyethylenglykol an erfindungsgemaBe Inhibitoren, Komplexierung mit 
Metallionen oder EinschluB von Materialien in oder auf besondere Praparationen 
von Polymerverbindung. wie z.B. Polylaktat Polyglykolsaure, Hydrogel oder auf 
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Liposomes Mikroemulsion, Micellen, unilamelare oder multilamelare Vesikel, 
Erythrozyten-Fragmente oder Spharoplasten, enthalten. Die jeweiligen 
AusfQhrungsformen der Zusammensetzungen werden abhangig vom 
physikalische Verhatten, beispielsweise in Hinblick auf die Ldslichkeit, die 
5 Stabilitat, BioverfOgbarkeit oder Abbaubarkeit gewahlt Konstrollierte oder 
konstante Freisetzung der erfindungsgemaBen Wirkstoffkomponente in der 
Zusammensetzung schlieBt Formulierungen auf der Basis lipophiler Depots ein 
(z.B. Fettsauren, Wachse oder Ole). Im Rahmen der voriiegenden Erfindung 
werden auch Beschichtungen erfindungsgemaBer Substanzen oder 
10 Zusammensetzungen, enthaltend solche Substanzen, namlich Beschichtungen 
mit Polymeren offenbart (z.B. Poloxamere oder Poloxamine). Weiterhin kennen 
erfindungsgemaBen Substanzen bzw. Zusammensetzungen protektive 
Beschichtungen, z.B. Proteaseinhibitoren oder Permeabilitatsverstarker, 
aufweisen. 



15 



Grundsatzlich werden im Rahmen der voriiegenden Erfindung fur 
erfindungsgemaBe Substanzen oder erfindungsgemaBe Zusammensetzungen 
alle im Stand der Technik bekannten Verabreichungswege offenbart, bevorzugt 

20 erfolgt die Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung der vorgenannten 
Erkrankungen oder StSrungen auf dem parenteraien, d.h. beispielsweise 
subkutanen, intramuskulSren oder intravenSsen, oder oralen oder intranasalen 
Verabreichungsweg. Typischerweise werden erfindungsgemaBe pharmazeutische 
Zusammensetzungen fest, flOssig oder aerosolartig (z. B. Spray) sein - je nach 

25 Art der Konfektionierung. 



Zusammenfassend ist festzustelien, dass erfindungsgemaB AntikSrper-Zytokin- 
Fusionsproteine mit proapoptotischen und immunmodulierenden Eigenschaften 
zur VerfOgung gesteilt werden, die losliche Formen a priori membranstSndiger 
Zytokine enthalten. Durch die im erfindungsgemaBen Polypeptid vorhandene 
Antikdrper-Funktion kann das im Qbrigen bioinaktive, respektive eingeschrankt 
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aktive Zytokin durch Bindung an ein spezifisches, zellmembranstandiges 
ZielmolekQI die volte biologische Zytokin-Wirkung Qber den/die entsprechenden 
Zytokinrezeptor/en entfalten. Durch geekjnete Auswahl der AntikSrperspezifitat 
wird die Zytokin-Aktivitat auf das zu behandelnde Gewebe, z.B. Tumorgewebe, 
5 gerichtet und es kann ein auf die jeweilige Indikation/Tumorentitat speziflsch 
abgestimmtes/optimiertes Therapeutikum hergestellt werden. Insgesamt wird 
somit die Selektivitat der Zytokin-Wirkung mit den voriiegenden 
erfindungsgemaSen Polypeptiden durch zwei Mechanismen erreicht Einerseits 
Qber die Antikdrper-vermittelte, bspw. scFv, selektive Anreicherung des im nicht 
10 antigengebundenen Zustand inaktiven, respektive eingeschrankt aktiven Zytokins 
im Tumor und andererseits durch dessen ortsspezifische AktMerung via 
Presentation in ein voll signalfahiges, vor allem auch Apoptose-induzierendes 
MotekQI. 

15 

Die voriiegende Erfindung wird durch die nachfoigenden Figuren natier ertautert 

Figur 1 zeigt das Ergebnis einer gelelektrophoretischen Auftrennung nach der 
Expression eines erfindungsgemS&en Fusionsproteins (Struktur des 
20 Fusionsproteins s. AusfQhrungsbeispiel 1, TRAIL-AMAIZe(MBOS4), abgekQrzt in 
Fig.1 als MBOS4-TRAIL). Die Western-Blot-Analyse zeigt dass das 
Fusionsprotein unter nicht reduzierenden Bedingungen eine Bande bei ca. 140 
kDa ergibt, was mit dem kalkulierten MW des CH3-verkn0pften Dimers von 2 x 65 
= 130 kDa gut Obereinstimmt 

25 

In Figur 2 sind die Ergebnisse von Untersuchungen in Hinblick auf die 
praferentielle Apoptoseinduktion durch Beispiele einiger erfindungsgema&er 
AMAIZe-Polypeptide auf FAP-positiven Tumorzellen dargestelft. Figur 2 zeigt in 
alien ihren Bestandteilen (Figuren 2A bis 2F) eine Auftragung der Zellakthntat (in 
30 %) gegen die Konzentration der jeweils angegebenen AMAIZe-Proteine: Die in 
Figur 2A eingezeichneten Kurvenverlaufe (Legende in Figur 2) geben die 
Ergebnisse der Behandlung von FAP-positiven (HT1080-FAP) oder FAP- 
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negativen (HT 1080) Zellen mit TRAIL-AMAIZe(MBOS4) nach Vorinkubation mit 
dem FAP-spezifischen Antikorper cF19 bzw. ohne entsprechende Vorinkubation 
wieder. 

In alien weiteren dargestellten Fallen (Rg.2B-F) ist zu erkennen, daft die 
5 Zytotoxizitat der verschiedenen AMAIZe-Konstrukte immer auf den Antigen- 
exprimierenden Zellen (HT1080-FAP), d.h. den Zellen, auf denen die 
erfindungsgemaften AMAIZe-Konstrukte AntikSrper-vermittelt binden, grofter ist 
als auf den entsprechenden Antigen-negativen parentalen Zellen (HT1080). 
Die Abhangigkeit der gesteigerten Sensitivitat FAP-exprimierender Zellen von der 
10 Bindung von erfindungsgemaften AMAIZe-Konstrukten an FAP ist beispielhaft in 
Rg. 2A gezeigt: Hier wird durch Kompetition eines FAP-spezifische Antikorpers 
cF19 (cF19, schwarze Quadrate) mit dem AMAIZe Konstrukt TRAIL- 
AMAlZe(MBOS4) urn die Bindung an das zellexprimierte FAP die zytotoxische 
Wirkung eben dieses AMAIZe-Konstruktes auf den FAP-positiven Zellen auf ein 
15 MaS reduziert, wie es auch in FAP-negativen Zellen beobachtet wird. Auf FAP- 
negatrve Zellen hat die Zugabe von cF19 hingegen keinen Einflu&. Damit ist die 
AntikSrper-vermittelte Spezifrtat durch kompetitive Hemmung der verstarkten 
Apoptose-lnduktion Ober den FAP spezifischen monoklonalen AntikSrper cF19 
eindeutig belegt. 

20 
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In Figur 3 sind Beispiele von erfindungsgemaBen AMAIZe-Konstrukten mlt TRAIL 
und mit FasL als Zytokin-Modul, den unabhangigen FAP-spezifischen Antikdrpem 
Klon OS4 und Klon 40 sowie verschiedenen Linkem zwischen Antikdrper- und 
5 Zytokin-Modul dargestelft (erfindungsgemSSe Konstrukte (A)-(F)). Alle 
erfindungsgema&en Konstrukte besitzen die Eigenschaft der antigenabhangigen 
Induktion/Verstarkung von Apoptose. Die hergesteliten Konstrukte sind im 
folgenden schematisch dargestellt Ihre spezifische AMAlZe-Aktivitat 
(prSferentielle Apoptoseinduktion auf antigen-positiven Zellen) findet sich in Figur 

10 2 beschrieben. Der fur die AS-Sequenzen vorfiegendenfalls gewahlte Code ist der 
Ein-Buchstaben-Code). Abschnitt (2) (der Linker) stelH die Verbindung zwischen 
dem Abschnitt (3) (bspw. scFv) und dem Zytokin-Anteil (1) (bspw. TRAIL oder 
FasL in den dargestelften Konstrukten) im erfindungsgema&en MolekQI her und 
gewahrieistet, im Falle des Einsatzes von speziellen Linkern bspw. des Typs 2a, 

15 2b oder 2c, gleichzeitig die kovalente VerknQpfung des Fusionsproteins wahrend 
der Biogenese. 



20 Konstrukt (A): TRAIL-AMAIZe(MBOS4) 

NH2-[Leader]-[OS4-VHA/LHUnker1 HCH3HUnker2]-[TRAIL(95-281 )]-COOH 



25 



OS4-VH/VL: 

CH3: 

Linkerl: 



Linker2: 
30 TRAIL(95-281): 



FAP-spezifisches humanes "single chain"-Antikorperfragment 
CH3-DomSne (AA 363-489) eines humanen lgG1 
"hinge"-Region eines humanen lgG1 (Fettdruck) mit einem 
C-terminalen poly Gly-Linker (kursiv) 

(RTYAAPSVFAVFAAAVEPKSCDKTHTCPPCGGGSSGGG 

SG) 

poly Gly-Unker (GGGGTGGGS) 

extrazeliulare Dom§ne des humanen TRAIL (AA 95-281) 
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Der Linker des Konstrukts (A): TRAlL-AMAIZe(MBOS4) bestet 
Dimerisierungseigenschaflen. 

5 Konstrukt(B): TRAlL-AMAIZe(OS4) 

NH2-[LeaderHOS4-VHA/LHLinker]-[TRAIL(95-281)l-COOH 

OS4-VHA/L: FAP-spezifisches humanes "single chain'-Antikorperfragment 

Unken RTVAAPSVFAVFAAAVELE 
10 TRAIL(95-281): extrazellulare Domane des humanen TRAIL (AA 95-281) 

Konstrukt (C): TRAI L-AMAIZe(40) 

NHHLeaderH40-VHAA_]-[Linker]-ITRAIL(95-281)]-COOH 

15 

40-VHWL: FAP-spezifisches humanes "single chain"-Antikorperfragment 

Unken AAAVELE 

TRAIL(95-281): extrazeiiuiare Domane des humanen TRAIL (AA 95-281 ) 

20 

Konstrukt (D): FasL*AMAIZe(40) 
NH2-[LeaderH40-VHA/LHLinker]-[FasL(1 39-281 )]-COOH 

40-VHA/L: FAP-spezifisches humanes "single chain"-Antik6rperfragment 

25 Linker AAAVELE 

FasL(1 39-281): extrazellulare Domane des humanen FasL (AA 139-281) 

Konstrukt (E): FasL-AMAIZe(OS4) 

NH2-[LeaderHOS4-VHAA.HUnker]-[FasL(139-281)]-COOH 

30 

OS4-VHWL: FAP-spezifisches humanes "single chain"-Antik6rperfragment 

Unken RTVAAPSVFAVFAAA 

FasL(1 39-281 ): extrazellulare Domane des humanen FasL (AA 1 39-281 ) 
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Konstrukt (F): FasL-AMAIZe(40-Flag) 

NH2-[LeaderH40-VHA^LHFIag-tag-]nJnkerHFasL(139-281)]-COOH 



40-VHA/L 

Flag-tag: 

Linker 

FasL(1 39-281): 



FAP-spezifisches humanes "single chain"-Antik6rperfragment 

DYKDDDDK 

AAAVELE 

extrazellulare Domane des humanen FasL (AA 139-281) 



10 



Die vorliegende Erfinduhg wird durch die nachfolgenden AusfOhrungsbeispiele 
nSher eriautert. 

15 Beisplel 1 

Expression eines erfindungsgema&en Fusionsproteins 

Es wurde ein erfindungsgemaBes Fusionsprotein in CHO-DG44-Zellen exprimiert. 
Bei diesem Fusionsprotein handelt es sich um TRAIL-AMAIZe(MBOS4), abk. 
20 MBOS4-TRAIL in Fig.1, (kovalentes Dimer) mit nachfolgender Struktur (s. auch 
Figur 3): 

NHz-{LeaderHOS4-VHAa.HI-inker1 HCH3HLinker2HTRAIL(95-281 )]-COOH 



OS4-VHA/L: FAP-spezifisches humanes "single chain"-Antik6rperfragment 

25 CH3: CH3-Domane (AA 363-489) eines humanen lgG1 

Linkerl: "hinge"-Region eines humanen lgG1 (Fettdruck) mit einem 

C-terminalen poly Gly-Linker (kursiv) 
(RWAAPSVFAVFAAAVEPKSCDKTHTCPPCGGGSSGGGSG) 
Unker2: poly Gly-Linker (GGGGTGGGS) 

30 TRAIL(95-281): extrazellulare Domane des humanen TRAIL (AA 95-281) 
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Befspiel 2 

Konstruktion der erfindungsgemafcen Polypeptide FasL-AMAIZe(40) und TRAIL- 
AMAIZe(40) 

5 

Die Fusionsproteine wurden, wie folgt, hergestelit 

1. Das single chain Antikorper Fragment (scFv) Nr. 40 (im weiteren als 40 
bezeichnet) wurde nach Standardmethoden aufgrund der Bindung an FAP 

10 aus einer scFv-Phagen Expressionsbank, die in dem Vektor pSEX (siehe 

Brocks et al, Molecular Medicine 7:461-469; Mersmann et al, IntJ. Cancer 
92:240-248) voriag, isoliert 

2. Der scFv 40 wurde mittels Pvu2 und Not1 aus pSEX ausgeschnitten und in 
15 die entsprechenden sites des Minibody-Konstrukts pW6 (Wuest, T., 

Dissertation Uni Stuttgart, 2001) eingesetzL Hierzu wurde dem Plasmid 
pW6 zuvor der zwischen diesen Stellen liegende DNA-Bereich durch 
entsprechenden Restriktionsverdau und praparativer Agarosegel- 
Elektrophorese nebst DNA-Elution entfernt Durch diesen 
20 Klonierungsschritt wurde der scFv 40 so zwischen eine eukaryotische Ig 

Leadersequenz (upstream von 40) und der konstanten Region (Fc Region) 
eines humanen Antikorpers <lgG1, downstream von 40)) kloniert, daB die 
Expression eines sekretierbaren, divalenten Minibodies, wie bei Hu et al 
(Cancer Research 56:3055) beschrieben, mdglich ist 

25 

3. Leader + scFv 40 + Fc wurden durch proof-reading PCR mit den Primern 1 
und 2 amplifiziert und das scFv Fragment mittels der durch den Primer 1 
eingefuhrten Kpn1-Schnittstelle und der zwischen scFv 40 und Fc-Region 
liegenden Not1-Schnittstelle in die entsprechenden Schnrttstellen des 

30 eukaryontischen Expressionsvektors pcDNA3.1 (Invitrogen) eingefOhrt . 
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4a. Zur Fertigstellung von FasL-AMAiZe(40) wurden die AS 139 bis 281 + 
Stopcodon von humanem FasL mittels der Primer 3 und 4 und proof-reading 
PCR amplifiziert und in die Schnittsteflen Not1 und Xba1 des in 3. erhattenen 
pcDNA3.1-Klonierungsintermediates eingesetzL In das FasL-Ampiikon 
5 wurden hierzu durch die verwendeten Primer eine Not1 und eine Nhe1- 

Schnittstelle, die mit Xba1 kompatibei ist, eingefQgt Das so erhaftene fertige 
Konstrukt eriaubt die Expression des Fusionsproteins FasL-AMAIZe(40). 



4b. Zur Fertigstellung von TRAIL-AMAIZe(40) wurden die AS 95 bis 281 + 
10 Stopcodon von humanem TRAIL mittels den Primem 5 und 6 und proof- 

reading PCR amplifiziert und in die Schnittstellen Not1 und Xba1 des in 3. 
erhaltenen pcDNA3.1-K]onierungsintermediates eingesetzL In das TRAIL- 
Amplikon wurden hierzu durch die verwendeten Primer eine Not1 und eine 
Xba1-Schnittstelle eingefQgL Das so erhaltene fertige Konstrukt eriaubt die 
15 Expression des Fusionsprotein TRAIL-AMAIZe(40). 

5. Zur Gewinnung von TRAIL-AMAIZe(40) bzw. FasL-AMAIZe(40) wurden 
HEK293 Zellen m'rt den unter 4. beschriebenen Konstrukten nach Angaben 
des Herstellers mit Lipofektamin (Gibco-BRL) transfiziert. 48 Stunden nach 
20 Transfektion wurden die AMAIZe-Konstrukt-Oberstande sterilfittriert und bei 

4"C bis zur weiteren Verwendung geiagerL 

Alle Klonierungs- und PCR-Ampirfikationsschritte erfolgten nach Qblichen 
Standardprozeduren mit den nachfolgenden Primern. Alle Konstrukte wurden zur 
25 Verifikation der cDNA-Sequenz sequenziert. 
Primer 1 

5*CGG GGT ACC TCG ACC ATG GAC TGG ACC TGG CGC GTG 3' 
Primer 2 

5'CCG GAA TTC CAC AGC CAG GTG CAA CTA GTT GAG CC 3* 
30 Primer 3 

5'CTA GGT GCG GCC GCA GTT GAG CTC GAG GAA AAA AAG GAG CTG 
AGG AAA GTG 3' 
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Primer 4 

5'CTA GCT AGC GTG CTT CTC TTA GAG CTT ATA TAA GCC 3* 
Primer 5 

5*GTC TTC GCG GCC GCA GTT GAG CTC GAG ACC TCT GAG GAA ACC ATT 
5 TCTACAG3* 
Primer 6 

5TGC TCT AGA CCA GGT CAG TTA GCC AAC TAA AAA GGC 3' 



10 Beispiel 3 

Nachweis der Antigen-abhangigen Aktivierung am Beispiel des FAP-spezifischen 
TRAlL-AMAIZe(MBOS4) (siehe auch Fig. 2A). 

TRAIL-AMAIZe(MBOS4) wurde - wie analog wie in Beispiel 2 beschrieben - 
IS bereitgestellt. 

Anschliefcend wurden FAP-positive (HT1080-FAP) und FAP-negative (HT1080) 
Zellen mit dem FAP-spezifischen AntikSrper cF19 vorinkubiert (1h) oder blieben 
unbehandelt. Die Zellen wurden Qber Nacht in Gegenwart von CHX (2.5 ug/ml) 
20 mit den angegebenen Konzentrationen an TRAIL-AMAIZe(MBOS4) inkubiert. Die 
Quantifizierung der Qberlebenden Zellen erfogte mrttels Kristallviolett-Farbung. In 
Figur 2A ist die Wirkung des TRAIL-AMAIZe(MBOS4) auf Zielzellen. die 
spezifisch vom Antikdrper-Anteil des Fusionsproteins erkannt werden (FAP 
positive HT 1080) dargestellt 

25 

Beispiel 4 

Praferentielle Apoptoseinduktion durch TRAIL-AMAIZe und FasL-AMAIZe auf 
FAP-positiven Tumorzellen (siehe auch Fig. 2A-F). 

30 15 x 10 3 HT1080 oder HT1080-FAP Zellen pro well einer 96-well Platte wurden 
Qber Nacht kultiviert Am nachsten Tag wurden die Zellen mit den angegebenen 
Mengen der verschiedenen Konstrukte fOr weitere 14-18 Stunden in der 
Anwesenheit von 2.5 pg/ml CHX (zur Sensibilisierung der Zellen fur die Induktion 
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von Todesrezeptor-vermittelter Apoptose) behandelt Dann wurde abschlie&end 
die Vitalitat der Zellen durch Farbung mit Kristall-Violett bestimmt. Die jeweiligen 
Werte fQr unbehandeite Gruppen lag in alien Fallen zwischen 700 und 850 mOD. 
Kontrollgruppen, in denen alle Zellen dem Zelltod anheimfielen, wiesen Werte von 
5 100 bis 150 mOD auf. Zelltod der entsprechenden Positiv-Kontrollgruppen wurde 
durch sekundares Quervernefzen eines Idslichen, Flag-markierten FasL- 
Konstruktes (500 ng/ml) miftels des Flag-spezifischen Antikdrpers M2 (Sigma) 
erreicht Auch in diesem Fall wurden den Kulturen 2.5 pg CHX zugegeben. 
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AnsprQche 

1. Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, dass es (i) einen Abschnitt (1) mit 
einer biologischen Aktivitat fQr ein spezifisches ZielmoIekQl f (ii) einen N- 
terminal von Abschnitt (1) einen Abschnitt (2), welcher ein Peptidlinker ist, 
und (iii) einen Abschnitt (3), welcher ein Antikorper Oder davon abgeleitetes 
Fragment ist und ein spezifisches ZielmolekQI auf einer Zelloberflache 
selektiv erkennt, enthalt, wobei das Polypeptid ohne ortsspezlfische 
und/oder selektive Bindung des Abschnitts <3) an das ZielmolekQI 
biologisch inaktiv bzw. eingeschrankt aktiv ist 

2. Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Abschnitt 
(1) eine Aminosauresequenz eines Zytokins oder ein Fragment hiervon 
enthalt. 

3. Polypeptid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Zytokin eine extrazellulare Domane, eine funktionelle Variante einer 
extrazellularen Domane oder ein funktionelles Fragment einer 
extrazellularen Domane eines Mitglieds der TNF-Familie ist. 

4. Polypeptid nach einem der vorgenannten AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Zytokin eine extrazellulare .Domane, eine 
funktionelle Variante einer extrazellulSren Domane oder ein funktionelles 
Fragment einer extrazellularen Domane von TRAIL (JNF Related 
Apoptosis inducing Ligand, AA 95-281 , NCBI Accession No AAC50332) 
oder von FasL (AA 139-281, NCBI Accession No. AAC50124) ist. 

5. Polypeptid nach einem der vorgenannten AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass es als spezifisches ZielmolekQI einen 
zellmembranstandigen Zytokinrezeptor erkennt. 
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6. Polypeptid nach einem der vorgenannten AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Abschnitt (2) die Abschnitte (3) und (1) verbindet 
und ein intrinsisches, definiertes Polymerisierungsmodul ist 

7. Polypeptid nach einem der vorgenannten AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Polymerisierungsmodul aus einem naturiich 
vorkommenden oder synthetisch hergestellten Peptid besteht, welches 
Dimerisierungseigenschaften, z. B. einer Immunglobulin hinge Region und 
CH3-Domane eines humanen Immunglobulingens (AA 363-489, humanes 
igG1, NCBI Accession No. AAF21613), und/oder intrinsische 
Trimerisierungseigenschaften, z. B einer Domane des Tenascin-MoIekQIs, 
und/oder Hexamerisierungseigenschaften, z. B. einer erweiterten Domane 
des TenascinmolekQIs (AA34-139, Swiss Prot Accession No. P10039, 
Huhn, Swiss. Prot Accession No. P24821, human), besitzt 

8. Polypeptid nach einem der vorgenannten AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Abschnitt (3) ein antigenbindender Antikdrper 
oder ein antigenbindendes Antikdrperfragment ist 

9. Polypeptid nach einem der vorgenannten AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet dass der Abschnitt (3) ein Antikdrper oder ein 
Antikdrperfragment eines SSugetiers, insbesondere murinen, oder 
humanen Ursprungs, ist oder ein humanisierter Antikdrper oder ein 
humanisiertes Antikdrperfragment ist. 

10. Polypeptid nach einem der vorgenannten AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet dass das Antikdrperfragment in verschiedenen 
Antikdrperformaten vorliegen kann z.B. als scFv, Fab oder komplettes 
Immunglobulin. 
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11. Nukleinsaurekonstrukt, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine 
Nukleotidsequenz, codierend fQr ein Polypeptid nach einem der 
vorgenannten AnsprQche, enthalt 

12. Vektor, dadurch gekennzeichnet, dass er ein Nukleinsaurekonstrukt gemaB 
Anspruch 1 1 enthSlt. 

13. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet dass sie eine NukleinsSure gem§B 
Anspruch 11 und/oder einen Vektor gemaB Anspruch 12enth§lt 

14. Verfahren zur Isolierung eines Polypeptids nach einern der AnsprQche 1 
bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) ein Vektor gemaU Anspruch 12 oder ein Nukleinsaurekonstrukt 
gemSB Anspruch 1 1 hergestellt wird, 

(b) Zellen mit einem gemSS Verfahrensschritt (a) erhaltenen Vektor 
oder Nukleinsaurekonstrukt transfiziert werden, 

(c) die gemaB (b) transfizierten Zellen kultiviert werden, und 

(d) unter entsprechenden Bedingungen exprimierte Polypeptide aus 
den Wirtszellen und/oder dem KulturOberstand isoliert werden. 

15. Verwendung eines Polypeptids nach einem der AnsprQche 1-10, eines 
Nukleinsaurekonstrukts nach Anspruch 11, eines Vektors nach Anspruch 
12 oder einer Wirtszelle nach Anspruch 13 zur Herstellung eines 
Arznetmittels. 

16. Verwendung eines Polypeptids nach einem der AnsprQche 1-10, eines 
Nukleinsaurekonstrukts nach Anspruch 11, eines Vektors nach Anspruch 
12 oder einer Wirtszelle nach Anspruch 13 zur Behandlung von 
Krebserkrankungen, insbesondere soliden oder lymphatischen Tumoren, 
Infektionskrankheiten, Stoffwechselerkrankungen, EntzQndungszustanden, 
Autoimmunerkrankungen, insbesondere rheumato/arthritische 
Erkrankungen. 
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17. Zusammensetzung, enthaltend Polypeptide einem der AnsprQche 1-10, 
Nukleinsaurekonstrukte nach Anspruch 11, Vektoren nach Anspruch 12 
und/oder Wirtszellen nach Anspruch 13 sowle pharmazeutisch 
unbedenkliche Hilfs-, Zusatz- und/oder Tragersubstanzen. 

18. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 17 zur Herstellung 
eines Arzneimrttels, insbesondere zur Behandlung von 
Krebserkrankungen, insbesondere soiiden oder lymphatischen Tumoren, 
infektionskrankheiten, Stoffwechseierkrankungen, EntzundungszustSnden, 
Autoimmunerkrankungen, insbesondere rheumato/arthritische 
Erkrankungen. 
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AKTENZEICHEN: 



BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: 

Ortsspezif ische, antikdrpervermittelte Aktivierung 
proapoptotischer Zytokine: 
AMAIZe (Antibody-Mediated Apoptosis Inducing Cytokine) 
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Sequenzprotokoll zu Patent a nmeldung AMAIZe 
AZ# 

Anmeldemummer : 

5 

Sequenzbesdireifaung 1: Kodierende DNA Sequenz (unten, nur kodierender 
DNA Strang, Nukleotid (NT) 1-1845) und translatierte Aminos Suresequenz 
(oben, Einzelbuchstaben Kodierung der AminosSuren <AA) 1-614 )eines 
10 erfindungsgemaBen Antikerper-Zytokin-Fusionsproteins AMAIZe am Beispiel 
von TRAIL- AMAIZe (MB0S4 ) (Konstrukt A), 



1MDWTWRVFCLLAVAPG 16 

15 i ATG GAC TGG ACC TGG CGC GTG TTT TGC CTG CTC GCC GTG GCT CCT GGG 48 

17 AH SQVQLVQSGAEVKK 32 

49 GCC CAC AGC CAG GTG CAA CTA GTG CAG TCC GGC GCC GAA GTG AAG AAA 96 

20 33 PGASVKVSCKT SRYTF 48 

97 CCC GGT GCT TCC GTG AAA GTC AGC TGT AAA ACT AGT AGA TAC ACC TTC 144 



25 



49TEYTIHWVRQAPGQRL 64 

145 ACT GAA TAC ACC ATA CAC TGG GTT AGA CAG GCC CCT GGC CAA AGG CTG 192 

65EWIGGINPNNGIPNYN 80 

193 GAG TGG ATA GGA GGT ATT AAT CCT AAC AAT GGT ATT CCT AAC TAC AAC 240 



81 QK FKGRVTITVDTSAS 96 

30 241 CAG AAG TTC AAG GGC CGG GTC ACC ATC ACC GTA GAC ACC TCT GCC AGC 288 

97TAYMELSSLRSEDTAV 112 

289 ACC GCC TAC ATG GAA CTG TCC AGC CTG CGC TCC GAG GAC ACT GCA GTC 336 

35 113 YY CARRRIAYGYDEGH 128 

337 TAC TAC TGC GCC AGA AGA AGA ATC GCC TAT GGT TAC GAC GAG GGC CAT 384 

129 AM DYWGQGTLVTVS SA 144 

385 GCT ATG GAC TAC TGG GGT CAA GGA ACC CTT GTC ACC GTC TCC TCA GCC 432 

40 

145 S TKGPKLEEGE FSEAR 160 

433 TCC ACC AAG GGC CCA AAG CTT GAA GAA GGT GAA TTT TCA GAA GCA CGC 480 

161 VDIVMTQSPDSLAVSL 176 

45 481 GTA GAC ATT GTG ATG ACC CAA TCT CCA GAC TCT TTG GCT GTG TCT CTA 528 

177 GE RATINCKS SQSLLY 192 

529 GGG GAG AGG GCC ACC ATC AAC TGC AAG TCC AGT CAG AGC CTT TTA TAT 576 

50 193 SRNQKNYLAWYQQKPG 208 

577 TCT AGA AAT CAA AAG AAC TAC TTG GCC TGG TAT CAG CAG AAA CCA GGA 624 

209 QP PKLLIFWASTRESG 224 

625 CAG CCA CCC AAA CTC CTC ATC TTT TGG GCT AGC ACT AGG GAA TCT GGG 672 

55 

225 VP DRFSGSGFGTDFTL 240 

673 GTA CCT GAT AGG TTC AGT GGC AGT GGG TTT GGG ACA GAC TTC ACC CTC 720 
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241 T ISSLQAEDVAVYYCQ 256 

721 ACC ATT AGC AGC CTG CAG GCT GAA GAT GTG GCA GTT TAT TAC TGT CAG 7 68 

257 QYFSYPLTFGQGTKVE 272 

769 GAA TAT TTT AGC TAT CCG CTC ACG TTC GGA CAA GGG ACC AAG GTG GAA 816 

273 I KRTVAAPSVFAVFAA 288 

817 ATA AAA CGT ACT GTG GCT GCA CCA TCT GTC TTC GCT GTC TTC GCG GCC 864 

289 AVEPKSCDKTHTCPPC 304 

865 GCA GTT GAG CCC AAA TCT TGT GAC AAA ACT CAC ACA TGC CCA CCA TGC 912 

305 GGGSSGGGSGGQPREP 320 

913 GGA GGA GGA AGT AGC GGA GGA GGA TCA GGA GGG GAG CCC CGA GAA CCA 960 

321QVYTLPPSREEMTKNQ 336 

961 CAG GTG TAC ACC CTG CCC CCA TCC CGG GAG GAG ATG ACC AAG AAC CAG 1008 

337 V S LTCLVKG FYPSDIA 352 

1009 GTC AGC CTG ACC TGC CTG GTC AAA GGC TTC TAT CCC AGC GAC ATC GCC 1056 

353 VEWESNGQPENNYKTT 368 

1057 GTG GAG TGG GAG AGC AAT GGG CAG CCG GAG AAC AAC TAC AAG ACC ACG 1104 

369 P PVLDSDGS FFLYSKL 384 

1105 CCT CCC GTG CTG GAC TCC GAC GGC TCC TTC TTC CTC TAT AGC AAG CTC 1152 

385 TVDKSRWQQGNVFSCS 400 

1153 ACC GTG GAC AAG AGC AGG TGG CAG CAG GGG AAC GTC TTC TCA TGC TCC 1200 

401VMHEALHNHYTQKSLS 416 

1201 GTG ATG CAT GAG GCT CTG CAC AAC CAC TAC ACG CAG AAG AGC CTC TCC 1248 

417 L S G'GGGTGGGSTSEET 432 

1249 CTG TCC GGA GGT GGC GGT ACC GGA GGT GGG TCT ACC TCT GAG GAA ACC 1296 

433 I STVQEKQQN1SPLVR 448 

1297 ATT TCT ACA GTT CAA GAA AAG CAA CAA AAT ATT TCT CCC CTA GTG AGA 1344 

449 ERGPQRVAAH1TGTRG 464 

1345 GAA AGA GGT CCT CAG AGA GTA GCA GCT CAC ATA ACT GGG ACC AGA GGA 1392 

465 R S NTLSS P N SKNEKAL 480 

1393 AGA AGC AAC ACA TTG TCT TCT CCA AAC TCC AAG AAT GAA AAG GCT CTG 1440 

481 GR K INS WES SRSGHSF 496 

1441 GGC CGC AAA ATA AAC TCC TGG GAA TCA TCA AGG AGT GGG CAT TCA TTC 1488 

497 L SNLHLRNGELVIHEK 512 

1489 CTG AGC AAC TTG CAC TTG AGG AAT GGT GAA CTG GTC ATC CAT GAA AAA 1536 

513GFYYIYSQTYFRFQEE 528 

1537 GGG TTT TAC TAC ATC TAT TCC CAA ACA TAC TTT CGA TTT CAG GAG GAA 1584 

529 IKENTKNDKQMVQYIY 544 

1585 ATA AAA GAA AAC ACA AAG AAC GAC AAA CAA ATG GTC CAA TAT ATT TAC 1632 

545 KYTSYPDPILLMKSAR 560 

1633 AAA TAC ACA AGT TAT CCT GAC CCT ATA TTG TTG ATG AAA AGT GCT AGA 1680 

561 N S CWSKDAEYGLYS IY 576 

1681 AAT AGT TGT TGG TCT AAA GAT GCA GAA TAT GGA CTC TAT TCC ATC TAT 1728 

577 QGGIFELKENDRIFVS 592 

1729 CAA GGG GGA ATA TTT GAG CTT AAG GAA AAT GAC AGA ATT TTT GTT TCT 1776 
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593 VTNEHLI DMDHEASFF 608 

1777 GTA ACA AAT GAG CAC TTG ATA GAC ATG GAC CAT GAA GCC AGT TTT TTC 1824 

5 609 G A F L V G * 615 

1825 GGG GCC TTT TTA GTT GGC TAA 1845 



10 

Merkmale Konstmkt A: 

Leitpeptidsequenz: NT 1-57, AA 1-19 

15 Sequenz des Einzelketten (scFv) -Anti korper fragment es OS4 {spezifisch far 
das Tumorstroma-Antigen FAP) : NT 58-822, AA 20-274 

Sequenz des Linkers 1 (LI) Zwischen scFv und Immunoglobulin-CH3 Dom&ne: 
NT 823-942, AA 275-314 

20 

Sequenz der Immunoglobulin-CH3 DomSne: NT 943-1254, AA 315-418 

Sequenz des Linkers 2 zwischen Ig CH3 DomSLne und TRAIL: NT 1254-1281, AA 
419-427 

25 

Sequenz des humanen TRAIL Fragmentes (extrazelluiare DomSne, ab AA 95- 
281 des natttrlichen, humanen TRAIL Molekttls) : NT 1282-1842, AA 428-614 

Stop Kodon: NT 1843-1845. 

30 



35 
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Sequenzprotokoll zu Pa ten tanmel dung AMAIZa 
AZ* 



Seqaenzbesc hre ibong 2: Kodierende DNA Sequenz (unten, nur kodierender 
DNA Strang, Nukleotid (NT) 1-1443) und translatierte AminosSuresequenz 
(oben, Einzelbuchstaben Kodierung der Aminosauren (AA) 1-480) eines 
erfindungsgemafien Antikorper-Zytokin-Fusionsproteins AMAIZe am Beispiel 
von TRAIL-AMAIZe(0S4) (Konstrukt B) . 



1MDWTWRVFCLLAVAPG 16 

1 ATG GAC TGG ACC TGG CGC GTG TTT TGC CTG CTC GCC GTG GCT CCT GGG 48 

17AHSQVQLVQSGAEVKK 32 

49 GCC CAC AGC CAG GTG CAA CTA GTG CAG TCC GGC GCC GAA GTG AAG AAA 96 

33PGASVKVSCKTSRYTF 48 

97 CCC GGT GCT TCC GTG AAA GTC AGC TGT AAA ACT AGT AGA TAC ACC TTC 144 

49TEYT IHWVRQAPGQRL 64 

145 ACT GAA TAC ACC ATA CAC TGG GTT AGA CAG GCC CCT GGC CAA AGG CTG 192 

65EWIGGINPNNGIPNYN 80 

193 GAG TGG ATA GGA GGT ATT AAT CCT AAC AAT GGT ATT CCT AAC TAC AAC 240 

81QKFKGRVTITVDTSAS 96 

241 CAG AAG TTC AAG GGC CGG GTC ACC ATC ACC GTA GAC ACC TCT GCC AGC 288 

97TAYMELSSLRSEDTAV 112 

289 ACC GCC TAC ATG GAA CTG TCC AGC CTG CGC TCC GAG GAC ACT GCA GTC 336 

113 YYCARRRIAYGYDBGH 128 

337 TAC TAC TGC GCC AGA AGA AGA ATC GCC TAT GGT TAC GAC GAG GGC CAT 384 

129 AMDYWGQGTLVTVS SA 144 

385 GCT ATG GAC TAC TGG GGT CAA GGA ACC CTT GTC ACC GTC TCC TCA GCC 432 

145 STKGPKLEEGEFSEAR 160 

433 TCC ACC AAG GGC CCA AAG CTT GAA GAA GGT GAA TTT TCA GAA GCA CGC 480 

161 VDIVMTQSPDSLAVSL 176 

481 GTA GAC ATT GTG ATG ACC CAA TCT CCA GAC TCT TTG GCT GTG TCT CTA 528 

177 GERATINCKSSQSLLY 192 

529 GGG GAG AGG GCC ACC ATC AAC TGC AAG TCC AGT CAG AGC CTT TTA TAT 576 

193 SRNQKNYLAWYQQKPG 208 

577 TCT AGA AAT CAA AAG AAC TAC TTG GCC TGG TAT CAG CAG AAA CCA GGA 624 

209 QPPKLLIFWASTRBSG 224 

625 CAG CCA CCC AAA CTC CTC ATC TTT TGG GCT AGC ACT AGG GAA TCT GGG 672 

225 VPDRFSGSGFGTDFTL 240 

673 GTA CCT GAT AGG TTC AGT GGC AGT GGG TTT GGG ACA GAC TTC ACC CTC 720 

241 TI SSLQAEDVAVYYCQ 256 

721 ACC ATT AGC AGC CTG CAG GCT GAA GAT GTG GCA GTT TAT TAC TGT CAG 768 

257 QYFSYPLTFGQGTKVE 272 

769 CAA TAT TTT AGC TAT CCG CTC ACG TTC GGA CAA GGG ACC AAG GTG GAA 816 



<J222BBQ*2Jj> 
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288 
864 

304 
912 

320 
960 

336 
1008 

352 
1056 

368 
1104 

384 
1152 

400 
1200 

416 
1248 

432 
1296 

448 
1344 

464 
1392 

480 
1440 

40 

481 * 481 
1441 TAA 1443 

45 Merkmale Konstrukt B: 

Leitpeptidsequenz: NT 1-57, AA 1-19 

Sequenz des Einzelketten (scFv) -Antikarperfragmentes OS4 spezifisch fttr 
50 das Tumors troma -Antigen FAP: NT 58-822, AA 20-274 

Sequenz des Linkers zwischen scFv und TRAIL-Fragment (AA 95-281) : NT 
823-879, AA 275-293 

55 Sequenz des humanen TRAIL Fragmentes ( extra zellulSre DomSne, AA 95-281 
des natttrlichen, humanen TRAIL MolekQls) : NT 880-1440 AA 294-480 

Stop Kodon: NT 1441-1443. 
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T 


S 


Y 


P 










AAA 


CAA 


ATG 


GTC 


CAA 




ATT 


Tar* 


AAA 
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TAC 


ACA 


AGT 


TAT 


CCT 




417 


D 


P 


I 


L 


L 


M 


K 


s 


A 


R 


N 


S 


C 


W 


S 


K 


30 


1249 


GAG 


CCT 


ATA 


TTG 


TTG 


ATG 


AAA 


AGT 


GCT 


AGA 


AAT 


AGT 


TGT 


TGG 


TCT 


AAA 




433 


D 


A 


E 


Y 


G 


L 


Y 


S 


I 


Y 


Q 


G 


G 


I 


F 


E 




1297 


GAT 


GCA 


GAA 


TAT 


GGA 
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TAT 


TCC 


ATC 


TAT 
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35 


449 
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1345 


CTT 


AAG 


GAA AAT 
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AGA ATT 


TTT 


GTT 


TCT 


GTA 


ACA AAT 


GAG 


CAC 


TTG 




465 


I 


D 


M 


D 


H 


E 


A 


S 


F 


F 


G 


A 


F 


L 


V 


G 




1393 
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GAC 


ATG 


GAC 


CAT 


GAA 


GCC 


AGT 


TTT 


TTC 


GGG 


GCC 


TTT 


TTA 


GTT 


GGC 
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Sequenzprotokoll zu Patentanmeldung AMAIZe 
AZ# 

Anmel de mummer : 

5 Sequen zbescfa roibung 3: Kodierende DNA Sequenz (unten, nur kodierender 
DNA Strang, Nukleotid (NT) 1-1386) und translatierte Aminos&uresequenz 
(oben, Einzelbuchstaben Kodierung der AminosSuren (AA) l-4 61)eines 
er f indungs gemSB en Antik6rper-Zytokin-Fusionsproteins AMAIZe am Beispiel 
von TRAIL-AMAIZe (4 0) (Konstrukt C) . 
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1 M 


D 


W 


T 


VI 


R 


V 


F 


C 


L 


L 


A 


V 


A 


P 


G 




16 




1 


ATG 


GAC 


TGG 


ACC 


TGG 


CGC 


GTG 


TTT 


TGC 


CTG 
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GTG 
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CCT 


GGG 


48 


15 


17 
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H 
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E 


32 


49 
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F 


T 


F 


48 




97 


CCT 


GGG 


GGG 


TCC 


CTT 


AGA 


CTC 


TCC 


TGT 


GCA GCC 


TCT 


GGA 


TTC 


ACT 


TTC 


144 


20 


49 


S 


N 


A 


9 


M 


3 


If 


V 


R 


Q 


A 


P 


G 


K 


G 


L 


64 




145 


ACT 


AAT 
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TGG 


ATG 


AGC 
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CGC 
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GGG 
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GGG 
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65 


E 


W 


V 


G 


R 


I 


K 


S 


K 


A 


G 


G 


G 


T 


A 


E 


60 


25 


l7J 


GAG 


JbG 


GTT 


GGC 


CGT 


ATA 


TV TV 71 

AAA 
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AGC 


AAA 


GCT 


GGT 


GGT 


GGG 


ACA 
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81 
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A 


P 
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K 


G 


R 


F 


T 


I 


S 


R 


D 
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Q 

s 
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T 

Xj 
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VT 
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K 
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T 
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H 


V 
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W 
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35 


129 
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Q 
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S 


A 
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P 
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GGC 


CAG 


GGA 


TCC 


CTG 


GTC 
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K 


L 


E 


E 


G 


E 


F 


3 


B 


A 


R 


V 


Q 


3 


V 


L 


160 


40 


433 


AAG 


CTT 


GAA 


GAA 


GGT 


GAA 


TTT 


TCA 
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GCA 


CGC 


GTA 
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TCT 


GTG 


TTG 


480 




161 


T 


Q 


P 


P 


S 


V 


S 


A 


A 


P 


G 


Q 


K 


V 


T 


I 


176 




481 


ACT 


CAG 


CCG 


CCC 


TCA 


GTG 


TCT 


GCG 
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GGA 


CAG 


AAG 


GTC 


ACC 


ATC 


528 


45 
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S 


C 


S 


G 


S 
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S 


N 


I 


G 


N 
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Y 


V 


S 


W 
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AAA CTC 


CTC 


ATT 


TAT 
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50 
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F 


S 


G 


V 


P 


D 
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F 


S 


G 


S 
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S 
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GGT 
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GCC 


GCA 


GTT 


GAG 


816 
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ATA 


GAC 
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GTT 
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TAA 






1386 



40 Markmale Konstrukt C: 

Leitpeptidsequenz: NT 1-57 , AA 1-19 

Sequenz des Einzelketten (scFv) -Anti k6rper fragment es 40 spezifisch fQr 
45 das Tumorstroma-Antigen FAP: NT 58-801, AA 20-267 

Sequenz des Linkers zwischen scFv und TRAIL- Fragment (AA 95-281) : NT 
802-822, AA 268-274 

50 Sequenz des humanen TRAIL Fragmentes (extrazelluiare Domane, AA 95-281 
des nattirlichen, humanen TRAIL Molekiils) : NT 823-1383 AA 275-461 

Stop Kodon: NT 1384-1386. 
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Sequenzprofcokoll zu Patantanmeldung AMAIZe 
AZ# 

Anmeldemummar : 



Seqaenzbesch rei bung 4: Kodierende DNA Sequenz (unten, nur kodierender 
DNA Strang, Nukleotid (NT) 1-1254 )und translatierte Aminos auresequenz 
(oben, Einzelbuchstaben Kodierung der Aminosauren (AA) l-417)eines 
erfindungsgemaBen Antikerper-Zytokin-Fusionsproteins AMAIZe am Beispiel 
von FasL-AMAIZe(40) (Konstrukt D) . 



1MDWTWRVFCL LAVAPG 16 

1 ATG GAC TGG ACC TGG CGC GTG TTT TGC CTG CTC GCC GTG GCT OCT GGG 48 

17AHSQVQLVQS GGGMVE 32 

49 GCC CAC AGC GAG GTA CAG CTG GTG CAG TCT GGG GGA GGC ATG GTA GAG 96 

33 P G G S LR LSCA AS G FT F 48 

97 CCT GGG GGG TCC CTT AGA CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA TTC ACT TTC 144 

49 SNAWMSWVRQAPGKGL 64 

145 AGT AAT GCC TGG ATG AGC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG 192 

65EWVGRIKSKAGGGTAE 80 

193 GAG TGG GTT GGC CGT ATA AAA AGC AAA GCT GGT GGT GGG ACA GCA GAG 240 

81YAAPVKGRFTISRDDS 96 

241 TAC GCT GCA CCC GTG AAA GGC AGA TTC ACC ATC TCA AGA GAT GAT TCA 288 

97QNTL-YLQMNSLKTDDT 112 

289 CAA AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AAA ACC GAC GAC ACA 336 

113 AVYYCTTHVYGAPRNW 128 

337 GCC GTG TAT TAC TGT ACC ACA CAT GTC TAC GGT GCC CCC CGG AAC TGG 384 

129 GQGSLVTVSSASTKGP 144 

385 GGC CAG GGA TCC CTG GTC ACC GTC TCC TCA GCC TCC ACC AAG GGC CCA 432 

145 KLEEGEFSEARVQSVL 160 

433 AAG CTT GAA GAA GGT GAA TTT TCA GAA GCA CGC GTA CAG TCT GTG TTG 480 

161 TQPPSVSAAPGQKVTI 176 

481 ACT CAG CCG CCC TCA GTG TCT GCG GCC CCA GGA CAG AAG GTC ACC ATC 528 

177 SCSGSSSNIGNNYVSW 192 

529 TCC TGC TCT GGA AGC AGC TCC AAC ATT GGA AAT AAT TAT GTC TCC TGG 576 

193 YVQLPGTAPKLLIYDN 208 

577 TAC GTT CAA CTC CCA GGA ACA GCC CCC AAA CTC CTC ATT TAT GAC AAT 624 

209 NKRFSGVPDRFSGSKS 224 

625 AAT AAG CGA TTC TCA GGA GTT CCT GAC CGA TTC TCT GGC TCC AAG TCT 672 

225 GT SATLGITGLQTGDE 240 

673 GGC ACG TCA GCC ACC CTG GGC ATC ACC GGG CTC CAG ACT GGG GAC GAG 720 

241 ADYYCGAWDGSLREAV 256 

721 GCC GAT TAT TAC TGC GGA GCA TGG GAT GGC AGC CTG CGT GAA GCG GTA 768 

257 FGGGTKVTVLQAAAVE 272 

769 TTC GGC GGA GGG ACC AAG GTC ACC GTC CTA GGT GCG GCC GCA GTT GAG 816 



WO 02/22680 



10 



PCT/EP01/10364 



273 LEEKKELR 

617 CTC GAG GAA AAA AAG GAG CTG AGG 

289 SNSRSMPL 

865 TCC AAC TCA AGG TCC ATG CCT CTG 

305 VLLSGVKY 

913 GTC CTG CTT TCT GGA GTG AAG TAT 

321 ETGLYFVY 

961 GAA ACT GGG CTG TAC TTT GTA TAT 

337 SCNNLPLS 

1009 TCT TGC AAC AAC CTG CCC CTG AGC 

353 KY PQDLVM 

1057 AAG TAT CCC CAG GAT CTG GTG ATG 

369 CTTGQMWA 

1105 TGC ACT ACT GGG CAG ATG TGG GCC 

385 FNLTSADH 

1153 TTC AAT CTT ACC AGT GCT GAT CAT 

401 S L V N F E E S 

1201 TCT CTG GTC AAT TTT GAG GAA TCT 

417 L * 

1249 CTC TAA 



KVAHLTGK 288 

AAA GTG GCC CAT TTA ACA GGC AAG 864 

EWEDTYGI 304 

GAA TGG GAA GAC ACC TAT GGA ATT 912 

KKGGLVIN 320 

AAG AAG GGT GGC CTT GTG ATC AAT 960 

SKVYFRGQ 336 

TCC AAA GTA TAC TTC CGG GGT CAA 1008 

HKVYMRNS 352 

CAC AAG GTC TAC ATG AGG AAC TCT 1056 

MEGKMMSY 368 

ATG GAG GGG AAG ATG ATG AGC TAC 1104 

RS SYLGAV 384 

CGC AGC AGC TAC CTG GGG GCA GTG 1152 

LYVNVSBL 400 

TTA TAT GTC AAC GTA TCT GAG CTC 1200 

QTFFGLYK 416 

CAG ACG TTT TTC GGC TTA TAT AAG 1248 

418 
1254 



Merkmale Konsfcrukt D: 



Leitpeptidsequenz: NT 1-57, AA 1-19 

Sequenz des Einzelketten (scFv) -Antikdrperf ragmentes 40 spezifisch fttr 
das Tumorstroma-Antigen FAP: NT 58-801 , AA 20-267 

Sequenz des Linkers zwischen scFv und FasL- Fragment (AA 139-281) : NT 
802-822, AA 268-274 

Sequenz des humanen FasL Fragmentes (extrazellulSre Domane, AA 139-281 
des natttrlichen, humanen FasL Molekttls) : NT 823-1251, AA 275-417 

Stop Kodon: NT 1552-1554. 
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Sequenzprotoko 11 zu Paten tanmeldung AMAXZe 
A2# 

AnmaJ dernumaer ; 



Sequon2±>esc5hzreibung 5: Kodierende DNA Sequenz (unten, nur kodierender 
DNA Strang, Nukleotid (NT) 1-1299) und translatierte Aminos Sure sequenz 
(oben, Einzelbuchstaben Kodierung der Aminosauren (AA) 1-432 )eines 
erfindungsgem&Ben AntikCrper-Zytokin-Fusionsproteins AMAIZe am Beispiel 
von FasL-AMAIZe(OS4) (Konstrukt E) . 



1 MDWTWRV FC L L A V A P G 16 

1 ATG GAC TGG ACC TGG CGC GTG TTT TGC CTG CTC GCC GTG GCT CCT GGG 48 

17 AH SQVQLVQ S G A E V EC K 32 

49 GCC CAC AGC CAG GTG CAA CTA GTG CAG TCC GGC GCC GAA GTG AAG AAA 96 

33PGASVKVSCKTSRYTF 48 

97 CCC GGT GCT TCC GTG AAA GTC AGC TGT AAA ACT AGT AGA TAC ACC TTC 144 

49TEYTIHWVRQAPGQRL 64 

145 ACT GAA TAC ACC ATA CAC TGG GTT AGA CAG GCC CCT GGC CAA AGG CTG 192 

65EWIGGINPNNGIPNYN 80 

193 GAG TGG ATA GGA GGT ATT AAT CCT AAC AAT GGT ATT CCT AAC TAC AAC 240 

81 QK FKGRVTI TVDTSAS 96 

241 CAG AAG TTC AAG GGC CGG GTC ACC ATC ACC GTA GAC ACC TCT GCC AGC 288 

97 TAYMELS SLRSEDTAV 112 

289 ACC GCC TAC ATG GAA CTG TCC AGC CTG CGC TCC GAG GAC ACT GCA GTC 336 

113 YYCARRR XAYGYDEGH 128 

337 TAC TAC TGC GCC AGA AGA AGA ATC GCC TAT GGT TAC GAC GAG GGC CAT 384 

129 AMDY WGQGT LVTVS SA 144 

385 GCT ATG GAC TAC TGG GGT CAA GGA ACC CTT GTC ACC GTC TCC TCA GCC 432 

145 STKGPKLEEGEFSEAR 160 

433 TCC ACC AAG GGC CCA AAG CTT GAA GAA GGT GAA TTT TCA GAA GCA CGC 480 

161 VDIVMTQSPDSLAVSL 17 6 

481 GTA GAC ATT GTG ATG ACC CAA TCT CCA GAC TCT TTG GCT GTG TCT CTA 528 

177 GERATINCK S SQSLLY 192 

529 GGG GAG AGG GCC ACC ATC AAC TGC AAG TCC AGT CAG AGC CTT TTA TAT 576 

193 SRNQKNYLAWYQQKPG 208 

577 TCT AGA AAT CAA AAG AAC TAC TTG GCC TGG TAT CAG CAG AAA CCA GGA 624 

209 Q P PKLLI FWASTRESG 224 

625 CAG CCA CCC AAA CTC CTC ATC TTT TGG GCT AGC ACT AGG GAA TCT GGG 672 

225 VPDRFSGSG FGTDFTL 240 

673 GTA CCT GAT AGG TTC AGT GGC AGT GGG TTT GGG ACA GAC TTC ACC CTC 720 

241 TI SSLQAEDVAVYYCQ 256 

721 ACC ATT AGC AGC CTG CAG GCT GAA GAT GTG GCA GTT TAT TAC TGT CAG 768 

257 QY FSYPLT FGQGTKVE 272 

769 CAA TAT TTT AGC TAT CCG CTC ACG TTC GGA CAA GGG ACC AAG GTG GAA 816 
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273 I K R T V A A PSVFAVFAA 288 

817 ATA AAA CGT ACT GTG GCT GCA CCA TCT GTC TTC GCT GTC TTC GCG GCC 864 

289 AEKKELRKVAHLTGKS 304 

865 GCA GAA AAA AAG GAG CTG AGG AAA GTG GCC CAT TTA ACA GGC AAG TCC 912 

305 NSRSMPLEWEDTYGIV 320 

913 AAC TCA AGG TCC ATG CCT CTG GAA TGG GAA GAC ACC TAT GGA ATT GTC 960 

321 L LSGVKYKKGGLVINE 336 

961 CTG CTT TCT GGA GTG AAG TAT AAG AAG GGT GGC CTT GTG ATC AAT GAA 1008 

337 T GLYFVY SKVYFRGQS 352 

1009 ACT GGG CTG TAC TTT GTA TAT TCC AAA GTA TAC TTC CGG GGT CAA TCT 1056 

353 C N N L P L S HKVYMRNSK 368 

1057 TGC AAC AAC CTG CCC CTG AGC CAC AAG GTC TAC ATG AGG AAC TCT AAG 1104 

369 Y PQDLVMMEGKMMSYC 384 

1105 TAT CCC CAG GAT CTG GTG ATG ATG GAG GGG AAG ATG ATG AGC TAC TGC 1152 

385 TTGQMWARSSYLGAVF 400 

1153 ACT ACT GGG CAG ATG TGG GCC CGC AGC AGC TAC CTG GGG GCA GTG TTC 1200 

401 NLTSADHLYVNVSELS 416 

1201 AAT CTT ACC AGT GCT GAT CAT TTA TAT GTC AAC GTA TCT GAG CTC TCT 1248 

417 LVNFEESQTFFGLYKL 432 

1249 CTG GTC AAT TTT GAG GAA TCT CAG ACG TTT TTC GGC TTA TAT AAG CTC 1296 

433 * 433 

1297 TAA 1299 



Mart-male: 

Leitpeptidsequenz: NT 1-57, AA 1-19 

Sequenz des Einzelketten (scFv) -Antikdrperfragmentes OS4 spezifisch fQr 
das Tumorstroma-Antigen FAP: NT 58-822, AA 20-274 

Sequenz des Linkers zwischen scFv und Fa sL- Fragment (AA 139-281) : NT 
823-867, AA 275-289 

Sequenz des humanen FasL Fragmentes (extrazellulare Domane, AA 139-281 
des natxir lichen, humanen FasL Molekttls) : NT 868-1296 AA 290-432 



Stop Kodon: NT 1441-1443. 
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Seguenzprotokoll zu Pa ten tanmel dung AMAIZe 
AZ# 

Anmeldernummer : 

Sequenzbeschireibung 6: Kodierende DNA Sequenz (unten, nur kodierender 
DNA Strang, Nukleotid (NT) 1-1278 )und translatierte AminosSuresequenz 
(oben, Einzelbuchstaben Kodierung der Aminosauren (AA) 1-425) eines 
erfindungsgemaBen AntikSrper-Zytokin-Fusionsproteins AMAIZe am Beispiel 
von FasL-AMAIZe (40-Flag) (Konstrukt F) . 

1MDWTWRVFCLLAVAPG 16 

1 ATG GAC TGG ACC TGG CGC GTG TTT TGC CTG CTC GCC GTG GCT CCT GGG 48 

n AHSQVQLVQSGGGMVE 32 

49 GCC CAC AGC CAG GTA CAG CTG GTG CAG TCT GGG GGA GGC ATG GTA GAG 96 

33PGGSLRLSCAASGFTF 48 

97 CCT GGG GGG TCC CTT AGA CTC TCC TGT GGA GCC TCT GGA TTC ACT TTC 144 

49SNAWMSWVRQAPGKGL 64 

145 AGT AAT GCC TGG ATG AGC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG 192 

65EWVGRIKSKAGGGTAE 80 

193 GAG TGG GTT GGC CGT ATA AAA AGC AAA GCT GGT GGT GGG ACA GCA GAG 240 

81YAAPVKGRFTISRDDS 96 

241 TAG GCT GCA CCC GTG AAA GGC AGA TTC ACC ATC TCA AGA GAT GAT TCA 288 

97QNTLYLQMNSLKTDDT 112 

289 CAA AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AAA ACC GAC GAC ACA 336 

113AVYYCTTHVYGAPRNW 128 

337 GCC GTG TAT TAG TGT ACC ACA CAT GTC TAC GGT GCC CCC CGG AAC TGG 384 

129 GQGSLVTVSSASTKGP 144 

385 GGC CAG GGA TCC CTG GTC ACC GTC TCC TCA GCC TCC ACC AAG GGC CCA 432 

145 KLEEGEFSEARVQSVL 160 

433 AAG CTT GAA GAA GGT GAA TTT TCA GAA GCA CGC GTA CAG TCT GTG TTG 480 

161 TQPPSVSAAPGQKVTI 176 

481 ACT CAG CCG CCC TCA GTG TCT GCG GCC CCA GGA CAG AAG GTC ACC ATC 528 

177 SCSGSSSNIGNNYVSVf 192 

529 TCC TGC TCT GGA AGC AGC TCC AAC ATT GGA AAT AAT TAT GTC TCC TGG 576 

193YVQLPGTAPKLLIYDN 208 

577 TAC GTT CAA CTC CCA GGA ACA GCC CCC AAA CTC CTC ATT TAT GAC AAT 624 

209 NKRFSGVPDRFSGSKS 224 

625 AAT AAG CGA TTC TCA GGA GTT CCT GAC CGA TTC TCT GGC TCC AAG TCT 672 

225 GT SATLGITGLQTGDE 240 

673 GGC ACG TCA GCC ACC CTG GGC ATC ACC GGG CTC CAG ACT GGG GAC GAG 720 

241ADYYCGAWDGSLREAV 256 

721 GCC GAT TAT TAC TGC GGA GCA TGG GAT GGC AGC CTG CGT GAA GCG GTA 768 

257 FGGGTKVTVLGDYKDD 272 

769 TTC GGC GGA GGG ACC AAG GTC ACC GTC CTA GGT GAT TAC AAA GAC GAT 816 
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273 


D 


D 
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A 


A 


V 
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L 
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E 


L 


R 


288 




817 


GAC 


GAT 


AAA 


GCG 


GCC 


GCA 


GTT 


GAG 


CTC GAG 


GAA AAA 


AAG 


GAG 


CTG 






5 


289 


K 


V 


A 


H 


L 


T 


G 


K 


S 


N 


S 


R 


S 


M 


P 


L 


304 




865 


AAA 


GTG 


GCC 


CAT 


TTA ACA GGC 


AAG 


TCC 


AAC 


TCA 


AGG 


TCC 


ATG 


CCT 


Cfb 






305 


£ 


W 


E 


D 


T 


Y 


G 


I 


V 


L 


L 


S 


G 


V 


K 


Y 


320 




913 


GAA 


TGG 


GAA 


GAC 


ACC 


TAT 


GGA 


ATT 


GTC CTG 


CTT 


TCT 


GGA 


GTG 


AAG 


TAT 


rs ^ t\ 

960 


10 








































321 


K 


K 


G 


G 


L 


V 


I 


N 


E 


T 


G 


L 


Y 


F 


V 


Y 


336 




961 


AAG 


AAG 


GGT 


GGC 


CTT 


GTG 


ATC 


AAT 


GAA ACT 


GGG 


CTG 


TAC 


TTT 


GTA 


TAT 


1008 




jj / 


s 




v 


Y 


F 


R 


G 


o 


S 


C 


N 


N 


L 


P 


L 


S 


352 


15 




TCC 


AAA 


GTA 


TAC 


TTC 


CGG 


GGT 


CAA 


TCT 


TGC 


AAC 


AAC 


CTG 


CCC 


CTG 


AGC 


1056 




353 


H 


K 


V 


Y 


M 


R 


N 


S 


K 


Y 


P 


Q 


D 


L 


V 


M 


368 




1057 


CAC 


AAG 


GTC 


TAC 


ATG 


AGG 


AAC 


TCT 


AAG 


TAT 


CCC 


CAG 


GAT 


CTG 


GTG 


ATG 


1104 


20 


369 


M 


E 


G 


K 


M 


M 


S 


Y 


C 


T 


T 


G 


Q 


M 


W 


A 


384 




1105 


ATG 


GAG 


GGG 


AAG 


ATG 


ATG 


AGC 


TAC 


TGC 


ACT 


ACT 


GGG 


CAG 


ATG 


TGG 


GCC 


1152 




385 


R 


S 


S 


Y 


L 


G 


A 


V 


F 


N 


h 


T 


S 


A 


D 


H 


400 




1153 


CGC 


AGO 


AGC 


TAC 


CTG 


GGG 


GCA 


GTG 


TTC 


AAT 


CTT 


ACC 


AGT 


GCT 


GAT 


CAT 


1200 


25 








































401 


L 


Y 


V 


M 


V 


S« 


E 


L 


S 


L 


V 


N 


F 


E 


E 


S 


416 




1201 


TTA 


TAT 


GTC 


AAC 


GTA 


TCT 


GAG 


CTC 


TCT 


CTG 


GTC AAT 


TTT 


GAG 


GAA 


TCT 


1248 




417 


Q 


T 


F 


F 


G 


L 


Y 


K 


L 


* 














426 


30 


1249 


CAG 


ACG 


TTT 


TTC 


GGC 


TTA 


TAT 


AAG 


CTC 


TAA 














1278 



Markmale Konstxrukt F: 

35 Leitpeptidsequenz; NT 1-57, AA 1-19 

Sequenz des Einzelketten (scFv) -AntikSrperfragmentes 40 spezifisch f(ir 
das Tumorstroma-Antigen FAP: NT 58-801, AA 20-267 

40 Sequenz des Flag-tag zwischen scFv und Linker-Sequenz: NT 802-825 , AA 
268-275 

Sequenz von des Linkers zwischen Flag-tag und Fa sL- Fragment (AA 139- 
281): NT 826-846, AA 276-282 

45 

Sequenz des humanen FasL Fragmentes {extrazellulare Domane, AA 139-281 
des natttrlichen, humanen FasL MolekQls) : NT 847-1275, AA 283-425 

Stop Kodon: NT 1276-1278. 

50 
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I — ■ restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest f~] The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Continuation of Field 1. 2 
Claims Nos. 1-18 (alt in part) 



The polypeptide of Claim No. 1 contains, in addition to two, albeit broadly but 
nevertheless technically defined sections, namely a fragment with a biological activity 
and an antibody fragment, two additional features that either constitute no limitation 
of the scope of protection (i.e. the undefined peptide linker) or are incomprehensibly 
or functionally formulated ("whereby the polypeptide is biologically inactive or limited 
without site-specific and/or selective binding of the section (3) to the target 
molecule"), if every single expression of the last-mentioned feature is already 
unclear, then the feature, in its entirety, is insufficiently defined and is unfit to be 
defined as a "product" to such an extent that a meaningful search with regard to this 
feature was not possible to conduct, i.e. the search had to be limited to the 
polypeptides insofar as they are defined by their actual constituents. 

The applicant is therefore advised that patent claims or portions of patent claims laid 
to inventions for which no international search report was drafted cannot normally be 
the subject of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). In its 
capacity as the authority entrusted with the task of carrying out the international 
preliminary examination, the EPO also, as a rule, does not carry out a preliminary 
examination of subject matter for which no search has been conducted. This is also 
valid in the event that the patent claims have been amended after receipt of the 
international search report (PCT Article 19), or in the event that the applicant submits 
new patent claims pursuant toihe procedure in accordance with PCT Chapter II. 
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A. KLASSIRZEHUNG DES ANMELDUNGSffiGENSTANDES , , , 

IPK 7 C12N15/62 C07K14/52 C07K19/00 C07K16/28 A61K39/395 
A61K38/19 

Nach der imernaitonaJen PatefrtKtessCTtatton (FK) odernacft der natlonaten KtessinKaflon und oar VPK 



B. RfiCHERCHIERTE GEB1ETE 



Rectercttefler Mtadaatpittstoff (Klassittatlonsaystern und KJassiflkattonsaymboie ) 

IPK 7 C07K C12N 



Rachercnierta abar ntehl zum MindeatprOf atorT gehorende VerOffentlichij ngen, sowefl cfiese unter dte rechercrtferten Gebiete faJen 



Wahrend dar intaniationakan Recherche konsuffierte eiekfroniscrte Dalenbank (Name dor Dartanbank und eva vemvendete Suchbegriffa) 

EPO-Internal, PAO, BIOSIS 



C. ALS WESEMTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



KataooiM* 


Bozsichnung dar VeriflantKcfaung, sowel grfordartch unter Angabs dar In Botracht kommanden Tola 


Bstr. Anapruch Nr. 


X 


XIAN6 J: "TARGETING CYTOKINES TO TUMORS 

TO INDUCE ACTIVE ANTITUMOR IMMUNE 

RESPONSES BY RECOMBINANT FUSION PROTEINS" 

HUMAN ANTIBODIES, AMSTERDAM, NL, 

Bd. 9, 1996, Selten 23-36, XP000940526 

ISSN: 1093-2607 

see whole documenz 


1-3,5,6, 
8-18 
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GILLIES S D ET AL: "Biological activity 
and 1n vivo clearance of antitumor 
antlbody/cytoklne fusion proteins" 
BIOCONJUGATE CHEMISTRY, AMERICAN CHEMICAL 
SOCIETY, WASHINGTON, US, 
Bd. 4, Nr. 3, Ma1 1993 (1993-05), Selten 
230-235, XP002107032 
ISSN: 1043-1802 
see whole document 

-/- 


1-3,5,6, 
8-18 



Weftaie VerOTentttchungan sind der Fortsstzung von Feld C zu 
entnahmen 



Siehe Anhang Palentfamflie 



* Besondere Kategoffen von angegebenen VerWfentlichungen 
•A" VefSffontSchung, die dan allgemainen Stand tter TechnDc drflniart, 
abar nicht ate beeonders bedeutsam anzuaahen tat 

*E* aleres Dofcument, daa jedocti atat am odar nach dam inlematSonalan 
Anmeldedatum vartfterrtBchJ worden 1st 

V VerOffantichung, dte geeignet fcrf, einen Priortfltaa n apmch zwaffethaft er- 
acneinen zu lessen, odor durch die das Ver5ffenlfichungsdatum einer 
andaren an Recheftfienbertchi gananntan Vertffentfchung belegt warden 
soli odar dte eus eaiem anderen ba ao ndawn Qrund angagaben 1st (wis 
auagafQhrt) 

"CT Veftiflerittlrtuing, dte sfch auf etna mOndlcha Offenbanmg. 

etna Banutzung, aine Auaate Sung odar andace MaBnahmen bazieht 
■P* Veroffentfichung, dte vor dam inlernatfonaJen AiunaidBdaturn, abar nach 
dam baanapruchlen Prfortt&lsdatum vertfterttHcftt worden fet 



T Spatere Vertftemittiung. die nach dam tntamatfonalen Anmeldedatum 
odar dam Priortttadatum verOffonticrtf worden let und mil der 
AnmeJdung nicht kofttflert, sondem nurzum Verst&ndnis daa der 
Erfindung zugnmdeOegenden Piinzipa odar dar Ihr zugrundeiegandan 
Theorfe angagaben tsT 

*X* VerOffantichung von baaonderar Bedetitung; da beanapruchte Erfindung 
kann alein aufgrund caaaar Vef6ffBntBcftung nicht ate neu Oder auf 
erfindertscher TfifJgkefl beruhend befrachtet warden 

"Y" Veroffentlchung von baaonderar Bedautung; dte beanspnicMs Erfindung 
kann nicht ate auf arftaterischer Tatigtett beruhend befrachtal 

mn ofe VerotfenlBchung ml einer odar tnehiaren andafan 
fantOchungan dleser Kategorie in Verbindung gebracM wtrd und 
VerWndung fur einen Facnmann nehanegend tat 
Veroffentfichung, die Mttgfied deraefcen PaferoTamOe iat 
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C-(Fortsetamg) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UN7EHLAGEN 



Kaiegorte - Bezeichnung der VerWfenlfichung, sowett erforderttch unter Angabs der in Betrachl tomm e n de n Telle 



Betr. Ansproch Nr. 
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Example 10, claims 

XIANG J ET AL: "6enet1c engineering of a 
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F(abe?)2 and tumor necrosis factor" 
JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS, AMSTERDAM, NL, 
Bd. 53, Nr. 1, 

28. Februar 1997 (1997-02-28), Selten 
3-12, XP004094618 
ISSN: 0168-1656 
see whole document 

W0 99 43713 A (LEXIGEN PHARM CORP) 
2. September 1999 (1999-09-02) 
see claims 

W0 99 25834 A (GENENTECH INC) 
27. Ma1 1999 (1999-05-27) 
Anspruch 19 

W0 00 26244 A (LENARDO MICHAEL J ;US 
HEALTH (US); JIANG DI (US); WAN6 JIN (US)) 
11. Ma1 2000 (2000-05-11) 
Selte 46, Zelle 15 -Selte 47, Zelle 9 

WILEY S R ET AL: "IDENTIFICATION AND 
CHARACTERIZATION OF A NEW MEMBER OF THE 
TNF FAMILY THAT INDUCES APOPTOSIS" 
IMMUNITY, CELL PRESS, US, 
Bd. 3, Nr. 6, 

1. Dezember 1995 (1995-12-01), Selten 
673-682, XP000672297 
ISSN: 1074-7613 



1-3,5,6, 
8-18 



1-3,5,6, 
8-18 



1.2,5, 
8-18 



1,2 
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FeW I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht rechercnieitoar erwlesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artlke* 17 (2) a) wurde aus folgenden erOnden IQr besflmmte AnsprOche kein Rectierchenbedcht erstaitt 

1 . [7] AnsprOche Nr. 

wel ste sich auf Gegenstande bezjehan, zu damn Recherche cfe Beh&rde nicht verp fl ch te t 1st namBch 

Obwohl der Anspruch 16 slch auf e1n Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierlschen Korpers bezleht, wurde die Recherche durchgefQhrt und 
grdndete slch auf die angefOhrten Wlrkungen der Verblndung/Zusammensetzung. 

2. H ArwprQcheNr. 1-18 (all© tellwelse) 

wel sie stcb auf Telle der intemaflonaJen Anmeldung beztehen, die dan vorgeechriebanen Anforderungen so wenfg enteprechen, 
daB etna sinnvoile Internationale Recherche nicht durchgefQhrt werden kann, namllch 

slehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. I I AnsprOche NT. 

wel es sich dabei urn abhangige AnsprOche handett, de nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Rags) 6.4 a) abgefaSt sind. 



FeW II Bemetkungen bei mangeinder Elnhefflichkeft der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemattonale FtecharchenbahOrds hat testQastellt. daB dtese Intamattonaie Anmeldung mehrere Erflndungen enthfilt 



1. | I Da dor Anmelder alio orforderlchen zusatziichGn Recberchangebuhran rechtzefflg entrtehtet hat, oretreokt sich dleser 
1 — » interna* onale RBChercnenberteht auf alls recherchtertoaren AnsprOche. 

2 1 I DafOraile rechercNerbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefQhrt werden konnte, der eine 
1 — 1 zusatzflche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die BehOrde nicht zur Zahiung etner soichan GebOhr aufgsforderL 



3. Da der Anmelder nur etnige der erforderiiohen zuefitzfiohen Reoherohengebflhren rechtzaWg entrichtet hat, erstreckt steh dteser 

1 — 1 intemafionaJe Recherchenberteht nur auf de AnsprOche, fQr de GebOhren antnchtet worden sind, namfich auf de 
AnsprOche NT. 



4. \ | Der Anmelder hat cfle erforderQchen zueafcrfichen RecherchengabOhren nicht rechtzeWg entrtehtet Der intarnattonale Recher- 
chenberieht beschrankt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwShnte Erfindung; dfese 1st in folgenden AnsprOchen er- 
faOt 



Bemarkungen hinsichtflch etnas Widerspruchs | | Die zusatzlchen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit 

| | Die Zahiung zusatzficher Recharchengebuhren eftolgta ohne WWerspruch. 



Formbiatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1)XJuI 1998) 



BNSDOCtQ <WO 0222eS0A3_l_> 



lntemattanaiesAklea2BbhenPCT£P 01 A0364 
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Fortsetzung von Feld 1.2 

AnsprOche Nr.: 1-18 (alle tellwelse) 



Das Polypeptld des Anspruchs 1 enthalt neben zwei f wenn auch breit aber 
doch technlsch deflnlerten Abschnltten, namllch elnera Fragment mit 
blologischer Aktlvitat und elnem Antikorperfragment zwel weltere 
Merkmale, die entweder keine Einschrankung des Schutzumfanges darstellen 
(d.h. den undef Inierten Peptdilinker) oder unverstandl ich bzw. 
aufgabenhaft formullert s1nd ( n wobe1 das Polypeptld ohne ortsspezlflsche 
und/oder selktve Bindung des Abschnltts (3) an das Zielmolekul blologisch 
inaktlv bzw, eingeschrankt 1st"). 1st jeder etnzelene Ausddruck des 
1 etztgenannten Merkmal s fur sich schon unklar, so 1st das Merkmal in 
seiner Gesamthelt so unzurelchend deflniert und ungelgnet e1n "Produkt" 
zu deflnieren, dass eine slnnvolle Recherche 1n Bezug auf dieses Merkmal 
nlcht mogllch war, d.h. die Recherche musste sich auf die Polypeptide 
beschranken Insofern s1e durch 1hre tatsachl 1chen Bestandtelle definlert 
s1nd. 

Der Anmelder wird darauf hlngewlesen, daB PatentansprQche, oder Telle von 
Patent anspruchen, auf Erflndungen, fQr die kein internatlonaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, nonnalerwelse nlcht Gegenstand elner 
International en vorlauflgen Prufung se1n kdnnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als rait der international en vorlauflgen Prufung 
beauftragte Beh5rde wird das EPA also In der Regel kelne vorlauf 1ge 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen kelne Recherche vorllegt. 
Dies gilt auch fQr den Fall, daB die PatentansprQche nach Erhalt des 
international en Recherchenberlchtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder 1m Zuge des Verfahrens gemaB KapUel II 
PCT neue PatentansprQche vorlegt. 
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